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RESUMEN
La guanabana (Annona muricata I.) Crece en zonas tropicales del mundo y en
la Amazonia peruana se cultiva con fines comerciales del fruto. El objetivo fue
evaluar la actividad antioxidante de las yemas terminales de guanabana en tres
niveles de altitud en la provincia de Leoncio Prado. Las hojas se recolectaron
de tres niveles de altitud, Terraza alta (Ta), Colina baja (Cb) y Montafa alta
(Ma). La preparacidon de la muestra consistié en: Recepcién, blanqueo
(ebullicidon/60seg), oreo (2h/ T° ambiente), secado (65°C/ 14horas), molienda
(@=1mn). El extracto acuoso consistié (10g hoja/300mL agua), se sometio a
ebullicidbn 45 minutos, para el extracto hidroalcohdlico se 'preparé 10g
hoja/300mI| agua/etanol (50:50v/v), macerd 24h. Afnbos se filtran y concentran
a 50°C (reducir 60%v) en un rotavapor; Se evalud la composicién fisicoquimico
de la yema terminal, contenido de vitamina C, polifenoles totales y la actividad
antioxidante fue medido por (DPPH) y peroxilos. El analisis estadistico utilizado
para el calculo de los resultados fue (DCA) con arreglo factorial de 3x2 y la
prueba de Tukey (p < 0,05); se utilizd el software SAS 6.0. El mayor contenido
de vitamina C fue 0,890+0,03 mg AA/100mL de muestra, contenido de
polifenoles totales fue 80,330+1,14mg Catequina/mL muestra y la mayor
capacidad de inhibicién del radical DPPH fue 1C50=84,610+0,64 ug/mL que
corresponde al extracto hidroalcohdlico y Cb, la mejor capacidad de inhibir el
radical peréxilo fue IC50=11,375 £ 0,02 pg/mL) que corresponde al extracto
hidroalcohdlico y Ta .En conclusién las yemas terminales de guanabana
poseen buena capacidad antioxidante y constituyen una fuente potencial para

ser incorporados en formulaciones de nutracéuticos.



. INTRODUCCION

En el pais existen varios lugares donde se cultiva la guanabana
(Annona muricata L) desde el punto de vista de produccion fruticola
principalmente en los departamentos de Junin, Pasco, Ucayali, Madre de Dios
y Huanuco, donde se puede encontrar a nivel de huertos familiares y en
pequefias parcelas. La produccién comercial del cultivo de guanabana en el
pais circunscribe principalmente a atender la demanda del mercado nacional y
la forma de procesamiento mas comun es en la elaboracién de néctares,
yogurt, jugos, helados y mermeladas.

Los recursos vegetales, son fuente importante de metabolitos
primarios y secundarios con excelente actividad antioxidante que pueden
contribuir con los sistemas de defensa; por esta caracteristica, la guanabana es
estudiada en relacidbn a sus compuestos fitoquimicos, para determinar los
principios activos que posee.

Naturalmente se comercializa la hoja de guanébana indicando- que
posee propiedades medicinales benéficas para la salud; como antiinflamatorio,
anti cancerigeno y antimicrobiano, pero no existen publicaciones cientificas que
validen ésta propiedad. Hay diversos estudios sobre la anonacina, el
compuesto que tiene la hoja de guanabana, que tendria efectos

anticancerosos; por otro lado el conocimiento ancestral sobre la guanabana
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referente a los recursos fitoterapeuticos y sus diversos usos en la sociedad
deben ser evaluados y reevaluados, con el fin de conocer su potencial
medicinal y en particular su poder antioxidante, cuyas propiedades deben ser
revalidadas cientificamente, con la finalidad de darle un mejor uso, con
aplicaciones especificas. Por las asunciones expuestas se planteé en el

presente trabajo de investigacion los siguientes objetivos:

o Determinar la composicién fisicoquimica de la yema terminal de la
guanabana.

e Cuantificar el contenido de Vitamina C y polifenoles totales de la yema
terminal de la guanabana en tres niveles de altitud.

e Determinar la actividad antioxidante de las yermas terminales de la
guanabana medido por su capacidad de inhibir radicales libres, 2,2-Difenil-

1-picrilhidrazil (DPPH) y peroxilo.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Aspectos generales de la guanabana

2.1.1. Origen de la guanabana

La guanabana (Annona muricata L.) es una planta 'qUe crece en
zonas tropicales del mundo. También es llamado como graviola o catuche
(Brasil). Se han encontrado plantas en estado silvestre tanto en las Antillas
como en diversos puntos de la Amazonia, por lo que el centro de origen puede
ser compartido entre varios lugares. La presencia es principalmente como
forma domesticada, lo que no facilita la precisién de la zona de origen. La
guanabana fue cultivada por las culturas precolombinas en la costa peruana

(CAVALCANTE, 1991).

2.1.2. Clasificacion taxonomica

Familia : Annonaceae.

Género . Annona

Especie : Muricata

Nombre cientifico : Annona muricata L.

Nombre comun :"Guanabana"(espafiol), graviola (Portugués),

Soursop (ingles), corrosel (Francés) y Zuurzak (holandés) (BARAHONA, 1989).



2.1.3. Descripcion botanica

Guanabana es un arbol imperecedero con hojas grandes,
brillantes, verde oscuro. Produce una fruta grande, en forma de corazén y de
color verde amarillo y tiene pulpa blanca. Graviola es indigena, la mayor parte
de las areas tropicales mas calientes del sur y de Norteamérica, incluyendo la
Amazonia. La fruta se vende en mercados locales en zonas tropicales, se llama
guanabana en paises de habla hispana y graviola en el Brasil. La pulpa de la
fruta es excelente para hacer bebidas y los sorbetes (BARAHONA, 1989).

Se encuentra en amplia distribucién, en la cual se han encontrado
mas de 50 acetogeninas con diferentes actividades bioldgicas presentes en
frutos, corteza y hojas; identificandose 21 acetogeninas citotéxicas en las hojas
(ARROYO et al., 2005; QUISPE et al., 2007).

Las especies de Annona se han propagado tradicionalmente por
semilla y los métodos convencionales de propagacion vegetativa son muy
lentos. Debido a que las colecciones de estas plantas en el campo,
generalmente estan expuestas a plagas, enfermedades, problemas edaficos,
climaticos y de espacio; el cultivo in vitro puede ser utilizado para establecer
bancos de germoplasma y conservar asi la diversidad necesaria para
programas de fitomejoramiento (SANDOVAL y MULLER, 1989).

La guanabana es una fruta deliciosa de pulpa blanca, con tonos de
frutas dulces y suave crema es habitual en los mercados tropicales, pero
raramente se encuentra en otro lugar, por lo general entremezclan con 50-100

semillas negras (CAVALCANTE, 1991).



2.1.4. Composicién quimicay valor nutricional
La fruta contiene 70,5% de pulpa; 10,8% de semillas y 18,7% de
cascara. La pulpa se caracteriza por su alto contenido de agua (67 a 85%) y de
carbohidratos (13 a 26%), constituidos por aimidén (3,7%), azucares solubles
(9,4%) y az(cares reductores (3,8%), entre otros. El contenido de proteina esta
entre 1 y 3% y no es una buena fuente de vitamina C. Tiene contenido variable
en minerales (0,6 a 3,8% de ceniza), con 16, 37 y 0,2 mg de calcio, fésforo y

fierro por 100 g de pulpa, respectivamente (CAVALCANTE, 1991).

2.1.4.1. Componentes quimicos de la yema terminal

Los componentes quimicos se presentan en el Cuadroi.

Cuadro 1. Composicién quimica de guanabana (Annona muricata L)

Componentes Porcentaje Cantidad
Humedad % 80,6
Fibra % 1,63
Cenizas % 0,73
Grasa % 0,31
Proteina % 1,22
Almidon ' % 1,62
Vitamina C % 0,021
Azicares (Glucosa, Fructuosa) % 15,63
Potasio mg 45,8
Magnesio mg 23,9
Fésforo mg 26,0
Hierro mg 0,47

Fuente: BARRIGA, 1994



2.1.4.2. Componentes quimicos de la hoja de guanabana
Los componentes quimicos de la hoja de la guanabana se

presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Componentes quimicos de la hoja de guanabana.

Isoquinolinas Lipidos
Lactonas 9 P
) Anonaine Acido gentisico
Annohexocina
Anoniine Acido lignocerico

Annomuricina A, B,CyE

. Atherospermine Acido linoleico
Annomutacina

Annopentocinas A, By C Corexemine Acido estearico

Muricoreacina

Gigantetronemina

Murihexocina Ay C

Javoricina
Fuente: BARAHONA, 1989

2.1.5. Formas de utilizacién de las frutas
Al igual que las otras anonaceas, la guanabana se consume como
fruta fresca, pero mayormente se utiliza en forma industrializada como helados,
jugos y néctares. El sabor agridulce caracteristico, asi como su aroma, le
confieren buena aceptacién. En el Peru las variedades cultivadas en la
Amazonia tienen preferencia para la industrializacién por su mayor sabor

agridulce, con relacién a las variedades cultivadas con riego en la costa
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desértica. En la medicina nativa se utiliza la corteza, raiz y hojas para producir
té para la diabetes, como sedativo y como antiespasmédico. Las hojas y los
frutos verdes son referidos como anti diarreicos y como productos astringentes,

entre otros (CALDERON, 1992).

2.1.6. Suelo
Los suelos mas adecuados son los profundos, de textura media,
sin problemas de drenaje y con adecuado nivel de nutrientes. Las plantas
sembradas en suelos deficientes en calcio y fosforo y con alta saturacion por
aluminio, generaimente no fructifican bien. Desarrolla mejor en suelos con pH
mayor a 6,0. Es una planta que requiere bastante luminosidad; el exceso de
sombra produce elongamiento y trastornos en el desarrollo de las plantas

(VILLACHICA, 1996).

21.7. Clima

Crece en climas tropicales y subtropicales, pero no tolera las
heladas; las temperaturas nocturnas menores a 12°C producen abortos
florales, defoliaciones y muerte de brotes. Requiere precipitacion pluvial mayor
a 1000 mm/afo, pero bien distribuida. Crece en zonas con 4000 mm de lluvia
por afno, y aunque desarrolla adecuadamente en zonas hiumedas, no tolera las
condiciones de mal drenaje. Durante la floracién necesita de un periodo de
estiaje, a fin de favorecer la fecundacion de las flores; el exceso de lluvias en

esta fase produce la caida de las flores (VILLACHICA, 1996).



2.2. Antioxidantes
2.2.1. Aspectos generales de los antioxidantes

Los antioxidantes son sustancia que a bajas concentraciones
reduce, retrasa significativamente o previene la oxidacion de un sustrato.
Segun (SIES, 1997), un antioxidante es una sustancia que en pequeiias
cantidades puede inhibir la accién de un pro-oxidante (oxidante) en una
reacciéon de oxidacion.

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retardan la
oxidacion de otras moléculas mediante la inhibicion de la propagacion de la
reaccion de oxidacién (MARTINEZ, 2000). |

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una
cadena de propagacidon oxidativo, mediante la estabilizacion del radical
generado (radical libre). Nuestro organismo posee antioxidantes enzimaticos y
no enzimaticos para protegerse de estos radicales, sin embargo, otra fuente
muy importante de ellos son las plantas y precisamente el estudio de estos
compuestos es prioritario por su rol en la proteccion del cuerpo humano en
contra de un numero considerable de enfermedades degenerativas, las
evidencias experimentales sugieren que protegen de manera importante las
funciones biolégicas de las células en contra de la actividad de los radicales
libres (estrés oxidativo) (TREVINO et al., 2006).

Un antioxidante se define como aquella sustancia que presenta en
concentraciones muy pequefias comparadas con las de un sustrato oxidable,
disminuye o evita la oxidacion del sustrato. En bioquimica puede considerarse

como un donador de electrones capaz de evitar una reaccién en cadena de
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6xido-reduccion. Los antioxidantes han sido clasificados de diferentes maneras,
de las cuales las mas utilizadas establecen las diferencias de acuerdo a la
estructura quimica y funcién biolégica, dividiéndolos en enzimaticos y no
enzimaticos (HICKS et al., 20086).

En el organismo existe un equilibrio natural entre el sistema de
defensa antioxidativo, que puede ser de origen enddgeno o exégeno y las
especies reactivas de oxigeno. Cuando este equilibrio se rompe se habla de un
estrés oxidativo debido a la ingesta deficiente en compuestos antioxidantes o a
un exceso de especies oxigenadas reactivas. Es importante que una vez
terminada la accién beneficiosa, el antioxidante gastado sea eliminado
eficazmente para prevenir su interaccion con otras sustancias (ZUNIGA, 2005).

Una gran parte lo componen los compuestos fendlicos que
intervienen como oxidantes naturales de los alimentos, por lo que la obtencion
y preparacién de alimentos con un alto contenido en estos compuestos, supone
una reducciéon en la utilizacién de aditivos antioxidantes, la vez que se obtiene
alimentos mas saludables, que incluso pueden llegar a englobarse dentro de
los alimentos funcionales (VASCONCELLOS, 2000).

Los recursos vegetales son fuente importante de metabolitos
primarios y secundarios con excelentes actividades antioxidantes que pueden
contribuir con los sistemas de defensa antioxidante (MUNOZ, 2007).

Para equilibrar la respuesta oxidante el organismo dispone de una
serie de sistemas antioxidantes que contrarrestan la generacién de radicales
libres (RL). Un antioxidante es una entidad quimica que a bajas

concentraciones y en comparacion con el oxidante, retarda o previene la
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oxidacion de un sustrato, el cual incluye a lipidos, proteinas, hidratos de
carbono y ADN (RAMOS et al., 2006).

La capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o
alimento, consiste en determinar la actividad del antioxidante frente a
sustancias cromoégenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de
forma proporcional con la concentracién.

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la
suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes;
tambien depende del microamb.iente en que se encuentra el compuesto. Los
compuestos interactian entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o
inhibitorios. Por otra parte, es necesario considerar que los ensayos in vivo
pueden presentar algunos inconvenientes, como la adaptabilidad en respuesta
al aumento del estrés oxidativo (KUSKOSKI et al., 2005).

Los antioxidantes cumplen un rol fundamental en la industria
alimentaria al evitar la degradacidén quimica de los alimentos, conservando las
propiedades organolépticas y alimentarias del alimento por largos periodos,
minimizando el dafio generado a las biomoléculas. Desde el punto de vista
quimico, la actividad antioxidante de los polifenoles presentes en los
preparados naturales (flavonoides, flavonas, flavonoles, antocianos, etc.), esta
representada principalmente por su capacidad de atrapar radicales libres,

especialmente del oxigeno (GORMAZ, 2005).
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2.2.2. Tipos de antioxidantes

2.2.2.1. Antioxidantes enzimaticos

Las defensas antioxidantes consisten en evitar la reduccion
univalente del oxigeno mediante sistemas enzimaticos. Se han descrito un
grupo de enzimas especializadas en inactivar por diferentes mecanismos a las
ERO, como: superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatién

peroxidasa (GSH-Px), entre otras (HICKS et al., 20086).

Las enzimas antioxidantes catalizan la desactivacion selectiva de
las especies reactivas generadas. Ademas, existen enzimas de degradacion
que eliminan aquellos componentes que las especies reactivas hayan alterado.
El recambio celular por el cual las estructuras y los materiales alterados se
eliminan y se re sintetizan de nuevo es capital péra evitar la acumulacién de

material inservible, que podria generar graves disfunciones (TUR, 2004).

2.2.2.2. Antioxidantes no enzimaticos

Algunos de los antioxidantes no enzimaticos son: el glutatién en su
forma reducida (GSH), algunos minerales como selenio, zinc o vitaminas como
riboflavina, acido ascérbico (vitamina C) y a-tocoferol (vitamina E), éstos son
esenciales para la defensa contra el dafic oxidante debido a que actian como
cofactores de las enzimas antioxidantes (HICKS et al., 2006).

Los compuestos antioxidantes no enzimaticos son, entre otros, la
vitamina E, la vitamina C, los carotenoides, diversos minerales y los polifenoles

(TUR, 2004).
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Los sistemas antioxidantes no enzimaticos estan constituidos
principaimente por un grupo de tres vitaminas: Vitamina C, Vitamina E y
Betacaroteno y dos oligoelementos fundamentales el selenio y el zinc. Sus
niveles de efectividad, ya que no se sintetizan en el organismo, dependen del
equilibrio del propio consumo endégeno y de los aportes de la dieta (ZUNIGA,

2005).

2.2.3. Efectos benéficos

Los antioxidantes ejéroen accion en todos los procesos en los que
se reduce la oxidaciéon de radicales libres: 1) inhibicién de radicales libres, 2)
hidrélisis enzimatico de enlaces esteres para remover acidos grasos perdxidos
de lipidos, 3) quelantes de iones metalicos de transicién y 4) reduccién de
peroxidos por catalisis enzimatico (THOMAS, 2000)..

Desde el punto de vista nutricional, la actividad antioxidante, se
asocia con su papel protector enfermedades cardiovasculares, cancer, efc. y
consecuentemente en los procesos de envejecimiento (VASCONCELLOS,

2000).

2.2.4. Antioxidantes de origen natural
Los extractos naturales se han utilizado mayoritariamente con fines
terapéuticos. Estos extractos estan constituidos por diversos compuestos de
diferente naturaleza quimica; polifenoles, isoprenoides, compuestos tidlicos,
acido ascérbico y polisacaridos que en conjunto contribuyen, bajo diferentes
mecanismos, ejercer la capacidad antioxidante. La presencia y proporcién de

los preparados naturales, dependera principaimente de la planta y solvente



13
utilizado en la extraccién. Estos compuestos, ademas de su rol preservante del

alimento, pueden actuar como antioxidantes biolégicos en el consumidor, a

través de diferentes mecanismos (GORMAZ, 2005).

¢ Polifenoles (flavonoides, catequinas, antocianidinas, etc.). Estos
compuestos son oxidados por radicales libres (lR-), dando lugar a un radical
mas estable y por lo tanto es menos reactivo.

Ar (OH) + R-Ar(O-) + RH
Los flavonoides ademas, inhiben diversas enzimas responsables de la
produccién de aniéon superéxido; entre ellas la xantina-oxidasa, la
ciclooxigenasa (COX), la succinooxidasa y la NADH oxidasa mitocondriales.
¢ Acido ascoérbico, se encuentra presente en muchas plantas y su accion
antioxidante esta dada por: a) su capacidad de secuestrar especies radical
del oxigeno (02, HO", ROO) y del nitrégeno (R-NOO") y b) por su capacidad
de proteger las defensas antioxidantes celulares; regenera las especies
oxidadas de los antioxidantes ﬁsiolégicos (a-tocoferol y GSH) y no
fisioldgicos (B-caroteno).

o Isoprenoides, son sustancias altamente liposolubles y por lo tanto se
distribuyen en zonas de la célula con mayor lipofilicidad. Ellos actian como
antioxidantes, principalmente atrapando los radicales ROOQO®. Ademaés,
algunos terpenoides de estructura semejante al acido araquidénico inhiben
la COX.

¢ Polisacaridos, estos compuestos en sus formas oligoméricas o poliméricas
tienen la posibilidad de unirse a membranas biolégicas a través de

interacciones de puentes de hidrégeno o dipolares, provocando una
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protecciéon fisica que evita el contacto directo de los oxidantes con los
componentes de dichas membranas. Un ejemplo de este tipo de
interacciones esta constituido por el efecto protector de los mucilagos de la
Opuntia sp.

o Sustancias quelantes, estos compuestos son en general Aacidos
carboxilicos y polifenoles; ellos quelan elementos trazas, principaimente
cobre y hierro en su estado iénico, los cuales estan involucrados en la
produccién de radicales libres via la reaccion de Haber Weiss / Fenton.

o Compuestos tidlicos. Existen algunas plantas que concentran
particularmente compuestos tidlicos y muy fundamentalmente cisteina. Es
reconocida la capacidad de estos grupos de atrapar radicales libres en forma

similar a lo que ocurre con los compuestos fendlicos (GORMAZ, 2005).

2.2.5. Polifenoles
2.2.5.1 Definicion

Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas que se
encuentran en las plantas y se caracterizan por la presencia de mas de un
grupo fenol por molécula. Estas moléculas son importantes para la fisiologia de
las plantas porque contribuyen a la resistencia a microorganismos e insectos y
ayudan a preservar su integridad por su continua exposicion a estresantes
ambientales, incluyendo radiaciones ultravioletas y relativamente altas
temperaturas. En el ser humano, parte de la actividad de los polifenoles se
debe a su capacidad de formar parte del sistema antioxidante celular (ZHAO et

al., 1999).
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La capacidad antioxidante de los polifenoles parece estar
relacionado con su capacidad para quelar metales, secuestrar radicales libres,
aunque en ocasiones, también pueden promover reacciones de oxidaciéon “in
Vitro”. Destacan los flavonoides, los acidos fendlicos, taninos, chalconas vy
curaminas por su conocida actividad antioxidante, quienes constituyen la
fraccién polifenolica de una gran diversidad de alimentos (MARTINEZ, 2000).

CORDOVA (2000), menciona que debido a su gran actividad
antioxidante, estos ejercen efectos sobre el tratamiento y prevencion del cancer
inflamatorio. Enfermedades cardiovasculares, anticanciregenos,
antiinflamatorio, bactericida, estimuladores de la respuesta inmune,
antialérgicos, antivirales estrogenitos e inhibidores de la fosfolipasa 2A, de la
ciclooxigenacion, lipooxigenacion, glutatiéon reductasa y xantina oxidasa. Que
ademas inhibe dafios contra el ADN de la célula, los flavonoides son
compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética de la dieta
humana. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como vino y
cerveza. Se han identificado mas de 5, 000 flavonoides diferentes, aunque los
habitos alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor medio de ingesta
de flavonoides se estima como 23 mg/dia, siendo la quercetina el mas
predominante con un valor medio de 16 mg/dia. En un principio, fueron
consideradas sustancias sin accion beneficiosa para la salud humana, pero
mas tarde se demostraron mililtiples efectos positivos debido a su accién
antioxidante y eliminadora de radicales libres (MARTINEZ, 2000).

Estos compuestos son oxidados por radicales libres (R-), dando

lugar a un radical mas estable y por lo tanto, menos reactivo.



16

Ar(OH) + R —— Ar(O) + RH

Los flavonoides ademas, inhiben diversas enzimas responsables
de la produccidn de anidn superdxido; entre ellas la xantina-oxidasa, la
ciclooxigenasa (COX), la succinooxidasa y la NADH oxidasa mitocondriales
(PIETTA, 2000).

Existen polifenoles con diversa capacidad antioxidante, por
ejemplo, la catequina inhibe ia oxidacidn catalizada por mioglobina cuando su
concentracion aicanza los 100mM mientras que la hipolactina y la gossipetina
lo hacén a s6lo 10mM (HERNANDEZ y PRIETO ,1999).

Los compuestos fendlicos son de gran importancia biolégica y se
encuentran presentes principalmente en frutas pero también en menor cantidad
en hojas, flores y otros érganos vegetales. Estos compuestos estan presentes
en todos los tejidos de las plantas y frecuentemente forman los metabolitos

secundarios mas abundantes en frutas (VILLEGAS et al., 2005).

2.2.5.2. Cilasificacion de polifenoles
Los polifenoles estan subdivididos en: taninos hidrolizables (esteres
de acido galico y otros azucares); y fenilpropanoides (como ligninas,
flavonoides y taninos condensados) y constituyen una fuente importante en los

alimentos de nuestra diaria (ZHAO et al., 1999).

2.2.6. Flavonoides
Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los
vegetales y que protegen al organismo del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucién ambiental, sustancias

quimicas presentes en los alimentos, etc. El organismo humano no puede
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producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse
mediante la alimentacién o en forma de suplementos, estan sustancias estan
ampliamente distribuidos en plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y
representan componentes sustanciales de la parte no energética de la dieta
humana (MARTINEZ et al., 2002).

Son pigmentos hidrosolubles que se encuentran tanto en el
citoplasma como en las vacuolas de las células vegetales, y que son los
responsables de los colores intensos de las flores y frutas. La mayor parte de
los flavonoides son derivados de la cromona (1,4-benzopirona). (MARTINEZ,
2005).

Los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y en el
exterior de las plantas, apareciendo sélo rastros de ellos en las partes de la
planta por encima de la superficie del suelo. Una excepcién son los tubérculos
de cebolla, que contienen una gran cantidad de quercetina 4'-D-glucésidos
(MARTINEZ et al., 2002).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos naturaies que estan
presentes en grandes variedades de vegetales, frutas y bebidas; y muchos son
considerados como una fuente importante de antioxidantes, lo que pueden
interactuar directamente con especies reactivas de oxigeno e inhibidores de la

lipoperoxidacion (GONZALEZ et al., 2000).

2.2.6.1. Clasificacion de flavonoides
Para su estudio sistematico los mas de 4000 flavonoides naturales
se han clasificado en varias clases de acuerdo con las variantes estructurales

que presenta la cadena central C;. De acuerdo con esto los flavonoides se
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clasifican en varios grupos: Chalconas, flavonas, flavonoles, flavanonas,
flavanonoles, antocianinas, catequinas, epicatequina, auronas, isoflavonoides,
pterocarpanos, carotenoides, etc. (MARTINEZ, 2005).

Los flavonoides mas abundantes en la dieta son los flavonoles
(catequinas, protoantocianidinas), las antocianinas y productos de oxidacion de
derivados de ellos. La fuente principal de polifenoles son; frutas y bebidas
(zumos de fruta, vino, té, café, chocolate y cerveza) y menor cantidad verduras
legumbres y cereales. La ingesta diaria de polifenoles en individuos que sigue
una dieta rica en estos alimentos es aproximadamente 1g/ dia (GONZALEZ et

al., 2001).

2.2.6.2. Extraccion de flavonoides

La extraccién de los diferentes flavonoides se realiza a partir del
material fresco o incluso seco, siempre y cuando no se altere su composicion.
Se utilizan iniciaimente disolventes no polares o ligeramente polares para
separar las clorofilas gomas y agliconas de flavonoides altamente metoxiladas.
Los flavonoides, que poseen un gran numero de grupos hidroxilos insustituidos
0 azlcares, son considerados polares, por lo que son ligeramente solubles en
disolventes polares, como el metanol, etanol, acetona o agua. El filtrado final se
concentra y todo el disolvente se remueve, este proceso es favorable para la
extraccion de la mayoria de los flavonoides pero no para antocianidinas o
flavonoides de baja polaridad los cuales aparecen en la superficie de las

plantas (GARCIA, 2007).
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2.2.7. Catequinas

2.2.714. Definicion

Las catequinas son los principales constituyentes de varios tipos de
té, son mejores por su efecto antioxidativo, anticarcinégeno, antibiética y
hipertension, las principales flavan 3- ols presentes en el té constituyen una
mezcla de catequinas (CAT) entre ellas: epigalocatequina galato (EGCG),
epigalocatequina (ECG), epicatequina galatc (ECG) y epicatequina (EC)
(MELCHOR, 2004).

El contenido de catequina en los tres tipos de té tiene el siguiente
orden: te verde > oolong te > te negro, lo que tiene relaciéon directa con la
actividad de capturar radicales libres. Esto se debe a su contenido en
catequinas (YAMAGUCHI et al., 1998).

Algunas de las catequinas constituyen de 3 — 10 % del peso de té

preparado (CAO y CAQ, 2000).

2.2.7.2. Caracteristicas de las catequinas

Difieren ligeramente en su estructura quimica de otros flavonoides,
pero comparten con ellos sus propiedades preventivas y son estables a
temperatura ambiente.

La (+) catequina,‘ la (-) epicatequina, la 7,8-dihidroxiflavona y la
rutina, secuestran el OH- generado en un sistema Fenton en un rango de 100 a
300 veces superior a los efectos del manitol, un tipico secuestrador de esta
ERO. El ensayo se efectu6 a través de la determinacion de acido
metanosulfénico formado por la reaccién entre el dimetilsulféxido y este radical

(PEREZ, 2003).
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Son todos términos que encuadran a los derivados de los
oligémeros o polimeros de la (+) catequina y (-) epicatequina. Abundan en las
semillas y hollejos principalmente, aunque también pueden encontrarse en las
hojas y raices. Las antocianinas brindan el color rosa y rojo oscuro a las uvas,
destacandose el malvidin-3-glucésido. Otros compuestos fendlicos que
pertenecen al grupo de los estilbenos, entre los que destacan la fitoalexina,
resveratrol y viniferinas, son los que se han reconocido como compuestos
antimicrobianos que defenderian la planta del ataque de determinados
gérmenes ( ZUNIGA, 2005).

Los taninos condensados o proantocianidinas, se conocen también
como no hidrolizables, ya que se hidrolizan con dificultad y por el contrario, el
tratamiento con calor y acidos minerales origina polimeros de alto peso
molecular (flobafenos). Este tipo de taninos se producen en el metabolismo
normal de los vegetales por lo que se consideran fisioldgicamente y se
encuentran ampliamente repartidos en el reino vegetal.

Quimicamente se forman por condensacién de catequinas o
catecoles (flavonoles) con uniones directas C-C entre las moléculas,
generalmente en 4—8 o0 en 4—6 y no contienen azicares en su estructura,
biogenéticamente proceden del metabolismo de los flavonoides, se forman a
partir de una flavanonas por hidroxilacion en el C-3. Para algunos autores
existe un tercer tipo de taninos, los florotaninos, que se han aislado de diversas
especies de algas pardas y estan constituidos por acoplamiento oxidativo

Unicamente de unidades de floroglucinol C-C y/o C-O (CARRETERO, 2005).
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2.2.8. Vitamina C
2.2.8.1. Definicién

La vitamina C es uno de los mas poderosos reductores conocidos
en los tejidos humanos. Es el principal antioxidante hidrosoluble, ejerce sus
efectos benéficos fundamentalmente en los compartimientos acuosos de las
células (DIPLOCK, 1991).

El acido ascérbico puede actuar como un antioxidante hidrosoluble
general, por ejemplo para reducir el tocoferol oxidado en las membranas y
puede inhibir la informacién de nitrosamina durante la digestién. Asi como
también mantiene a muchos metales cofactores en estado reducido (MURRAY,
2001).

2.2.8.2. Accibn de la vitamina C

Otros antioxidantes como el beta caroteno y la vitamina C, también
son efectivos secuestradores de radicales libres, protegiendo asi contra
enfermedades causadas por el estrés oxidativo (POLYAKOV et al., 2001);

Los carotenoides eliminan los radicales peroxilo, sobre todo a una
tensidn baja de oxigeno, tal como se encuentra en el organismo. El licopeno es
uno de los antioxidantes carotenoides mas potentes. La forma reducida de la
coenzima Q, el ubiquinol 10, es muy efectivo como eliminador de radicales
peroxilo lipidicos, pudiendo funcionar también como regenerador de la vitamina

E oxidada (GEY et al., 1987).
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2.3. Radicales libres.

Los radicales libres son atomos © moléculas que contienen uno o
mas electrones desapareados; son quimicamente inestables, altamente
reactivos y pueden causar severas lesiones a los tejidos vivos. El dafio que
radicales libres pueden causar a los sistemas bioldgicos deriva de su habilidad
para generar perturbadores reacciones quimicas en cadena, en su intento por
recobrar la estabilidad de los electrones (REILLY y BULKEY, 1990).

Segin CABREJOS y CORDOVA (2000), los radicales libres son
moléculas inestables (perdieron electrén) y altamente reactivos. Su mision es la
de remover el electron que les falta, de las moléculas que estan a su alrededor
para obtener su estabilidad. La molécula atacada (que ahora no lo tiene un
electrén) se convertira entonces en radical libre y de este modo se inicia una
reaccion de cadena que dafiara muchas células y puede ser indefinida si los
antioxidantes no intervienen.

La mayoria del oxigeno usado en respiracion (95%) es utilizado a
nivel mitocondrial, pero un pequefio porcentaje (1-3%), origina especies
reactivas de oxigeno (radicales superéxidos, hidroxilo, peroxilo, etc.). Los
radicales libres se forman como consecuencia natural del metabolismo
oxidativo en los humanos, por accién de enzimas tipo oxidasas e hidrolasas,
asi como por efecto de radiaciones, polucién ambiental (ZUNIGA, 2005).

Los procesos de oxidacién producen radicales libre que pueden
interferir en los procesos normales y dafar las células corporales causando
estrés oxidativo. El estrés oxidativo, se define como el desbalance entre la

producciéon de radicales libres y cantidad de antioxidante presentes en el
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ambiente. Es la pérdida de equilibrio entre pro oxidacién y antioxidacion a favor

de los prooxidantes (ELEJALDE, 2001).

Los radicales libres del oxigéno se forman continuamente en el
organismo por el metabolismo normal, siendo eliminados por las defensas
antioxidantes. Cuando son producidos en exceso pueden ocasionar una lesion
tisular, por cuyo motivo han sido implicados en muchas enfermedades. Se
insiste también sobre la importancia de la defensa antioxidante, cuya funcién es
prevenir la oxidacion, ya sea eliminando las especies reactivas del oxigeno
tales como el radical superdxido, el radical hidroxilo o el peréxido de hidrégeno,

previniendo su formacién (KORC et al., 1995).

Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electréon que
necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical
libre por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una verdadera
reaccion en cadena que destruye nuestras células. La vida media biolégica del
radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con
todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dano a moléculas,
membranas celulares y tejidos (AVELLO y SUWALSKY, 2006).

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accién
oxidante de los radicales libres mediante la liberacion de electrones en nuestra
sangre, los que son captados por los radicales libres. El problema para la salud
se produce cuando nuestro organismo tiene que soportar un exceso de
radicales libres durante afos, producidos mayormente por contaminantes

externos, que provienen principalmente de la contaminaciéon atmosfeérica y el
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humo de cigarrillos, los que producen distintos tipos de radicales libres en

nuestro organismo (AVELLO y SUWALSKY, 2006).

2.3.1. Clasificacion de radicales libres
2.3.1.1. Radicales libres inorganicos o primarios
Se originan por transferencia de electrones sobre el atomo de
oxigeno, representan por tanto distintos estados en la reduccién de este y se
caracterizan por tener una vida media muy corta; estos son' el anién

superéxido, el radical hidroxilo y el éxido nitrico (VENEREO, 2002).

2.3.1.2. Radicales libres organicos o secundarios
Se pueden originar por la transferencia de un electrén de un radical
primario a un atomo de una molécula organica o por la reacciéon de 2 radicales
primarios entre si, poseen una vida media un tanto mas larga que los primarios;
los principales atomos de las biomoléculas son: carbono, nitrégeno, oxigeno y

azufre (VENEREO, 2002).

2.3.1.3. Intermediarios estables relacionados con los

radicales libres del oxigeno
Aqui se incluye un grupo de especies quimicas que sin ser
radicales libres, son generadoras de estas sustancias o resultan de la
reducciéon o metabolismo de ellas, entre las que estan el oxigeno singlele, el
perdxido de hidrégeno, acido hipocloroso, peroxinitrito y los hidroperédxidos

organicos (VENEREO, 2002).
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2.3.2. Formacion de radicales libres

Los sistemas biolégicos producen radicales libres mediante
diversas reacciones, procesos exudativos normales dentro de las células.
Fuentes exdgenas incluyen a los efectos de la radiacién ionizante sobre las
moléculas organicas y a la degradacién térmica de la materia organica (como la
combustién de tabaco). La energia proveniente de estas fuentes puede romper
uniones quimicas para formar radicales. Los radicales también pueden
producirse por reacciones de redox (reduccion- oxidacion) que incluye la
transferencia de un electrén catalizado por medio de varios iones metalicos o
por enzimas (DIPLOCK, 1991).

Los radicales libres son moléculas que se derivan del oxigeno,
estan en continua formacién en las células del organismo y en pequefias
cantidades no producen efectos toxicos. En situacién normal la produccion de
radicales libres es constante en una concentracién determinada, y son
neutralizados por antioxidantes, estas pueden ser sustancias propias del
organismo (enzimas antioxidantes) o pueden ser sustancias que vienen con los
alimentos (la vitamina C, A, Beta caroteno, flavonoides, etc.) (GONZALEZ et
al., 2000).

El consumo de aceites vegetales hidrogenados tales como la
margarina y el consumo de acidos grasos trans como los de las grasas de la
carne y de la leche también contribuyen al aumento de los radicales libres
(AVELLO y SUWALSKY, 2006).

Los radicales libres son entidades quimicas que tienen un electrén

desapareado o no compartido. A causa de estos electrones los radicales libres
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son algo inestables, o sea, son de vida corta; también son altamente reactivos
por el hecho de que, para conseguir su estabilidad quimica, tratan de perder o
ganar un electrén. Asi, estas sustancias son muy propensas a interaccionar
con muchas moléculas, como los lipidos de membranas y el ADN, dafandolas
a menudo irreparablemente. Los radicales libres se forman en diversos
procesos quimicos, fisicos y enzimaticos, ningln tejido o célula esta inmune al

ataque de estos compuestos (ZUNIGA, 2005).

2.3.3. Importancia biolégica
Una gran variedad de procesos metabdlicos derivan de la
produccién de radicales libres y compuestos reactivos de oxigeno (REILLY y

BULKEY, 1990).

Las férmulas y radicales libres reportados por REILLY y BULKEY

se indican en el cuadro 3.

Cuadro 3. Radicales libres

Férmula Radical
0.’ Anién de radical super oxido.
OH*® Radical hidroxilo.
ROQ* Radical peréxido.
'0, Oxigeno singlete’
H20, Peréxido de hidrogeno’

(") Considerados radicales libres por su alta reactividad quimica.

Fuente: REILLY y BULKEY, 1990.
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¢ Radical peroxilo ROO®.

Son los radicales mas abundantes en los sistemas bioldgicos. Se
originan a partir de la adicciébn de oxigeno a practicamente cualquier radical
hidrocarbonatado. Se forman como intermediarios durante la ruptura de los
lipidos peroxidados en las reacciones de la peroxidacion lipidica. La formaciénv
de ROO* es el paso mas importante de las reacciones de propagaciéon en
cadena durante la peroxidacion lipidica. Tal como se presenta en el cuadro 4.
La peroxidacion lipidica de la membrana produce alteraciones de las funciones
secretoras y de los gradientes iénicos. Numerosos residuo quimicos de esta
reaccién puede difundir del sitio donde se producen y provocar edema,
estimular fosfolipasa Az, inducir la liberacion de acido araquidonico con lo

consiguiente formacién de eicosanoides.
R®* +Q; ~——*RO0OO*

Es un radical mas fuerte que el anidbn superdxido, capaz de
atravesar las membranas celulares e iniciar la peroxidacién de los acidos

grasos de los fosfolipidos (HALLIWELL, 1989).

La accién antioxidante de los carotenoides consiste en reaccionar
con radicales peroxilo para formar otro radical menos reactivo que, por su
parte, podra reaccionar con otro radical peroxilo y dar lugar a un compuesto no

reactivo (TUR, 2004).

La Cadena de reacciones en el proceso de lipoperoxidaciéon segun

GONZALES ef al.,, 2000, es la siguiente:
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RH + Radical Libre ——» R®
R*(rearreglo molecular, formacion de un dieno conjugado) + 0, —» ROO*
ROO *+ RH —> ROOH +R°®
ROOH + e —» ROO + OH
RH- Acido poli-insaturado. R* - Radical lipidico. ROO*- Radical peréxilo

ROOH - Radical hidroperéxido. *OH - Radical hidroxilo

2.4. Extraccion de metabolitos secundarios

Extractos polares es debida, en parte, a la presencia de sustancias
con grupos hidroxilos, los cuales ejercen su accién por donacién de protones
(capacidad secuestrante de radicales libre), o bien por interaccion, adicion o
combinacién de radicales o por reacciones redox (transferencia de electrones).
Es importante la estructura planar y espacial del compuesto antioxidante
presente en el extracto. Los extractos etandlico y acuoso de la corteza
mostraron la mayor cantidad de fenoles, la planta puede ser considerada una
buena fuente de antioxidantes naturales, que podrian contrarrestar el exceso
de radicales libres y asi ejercer las propiedades terapéuticas atribuidas, mas
que actuar como hipoglicemiante (MURILLO et al., 2007).

Los extractos de hojas de Ginkgo biloba, una de las mas antiguas
fitomedicinas, se utilizan corrientemente con fines terapéuticos. Sus principales
aplicaciones estan relacionadas con las enfermedades de la tercera edad,
como insuficiencias cerebro  vasculares y de circulacion periférica y

desérdenes de la memoria. Los extractos de Ginkgo ricos en flavonoides y
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terpenoides, son muy efectivos frente a los radicales libres, mostrando una alta
actividad antioxidantes y de proteccién frente a los dafios causados por éstos
(NAVARRO et al., 2006).

Los extractos de las plantas fueron obtenidos de dos maneras: la primera
utilizando material fresco macerado con agua destilada estéril en mortero
estéril en proporcidén 1:3 P/V, y para la segunda material vegetal seco colocado
en agua caliente a manera de infusién en una proporcién de 1:6 P/V. Todos los
materiales se filtraron y se colocaron en recipientes de vidrios oscuros estériles,
hasta su utilizacién para las pruebas (MASELLI ef al., 2006)

Las condiciones Optimas de extraccion de los compuestos activos fueron
similares para todos los vegetales estudiados (30-45 min, 75-100°C). Se
encontré una correlacién entre el contenido de poilifenoles y la capacidad

antioxidante de los extractos (NAVARRO et al., 2006).



HIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo se desarrollé en los laboratorios del Centro de
Investigacion de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA) y en los
laboratorios de: Nutricibn Animal y Tecnologia e Industrias Carnicas de la
Universidad Nacional Agraria de Selva, ubicada en la ciudad de Tingo Maria,
distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado, departamento de Huanuco,
regiébn Andrés Avelino Caceres, situada a 660 msnm, con una humedad relativa
promedio anual de 84% y temperatura promedio anual de 24 °C.

El estudio se llevd a cabo entre los meses de marzo a setiembre

del 2008.

3.2. Materia prima
Yemas terminales de guanabana recolectados de los huertos
familiares y cultivos agricolas de tres unidades fisiograficas, cuyas condiciones

climaticas se describen a continuacion.
3.2.1. Rupa Rupa

Situado a 650 m.s.n.m. con una humedad relativa promedio de

84% y una temperatura promedio anual de 24°C; las precipitaciones pluviales
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pasan de 3000 mm y casi no hay un sélo mes al afo sin lluvias; es una unidad

fisiografica de Terraza alta (Ta).

3.2.2. Pumahuasi
Situado a 800 m.s.n.m. con una humedad relativa promedio de
84%, con temperaturas medias entre 22 y 25°C, la precipitacion promedio
anual es de 3200 a 3800 mm, con épocas marcadas comprendida entre
noviembre y mayo de abundantes lluvias; es una unidad fisiografica de Colina

baja (Cb).

3.2.3. Divisoria
Situado a 1600 m.s.n.m. con una humedad relativa promedio de 85
a 95%, presenta una temperaturas media anual de 20°C, la precipitacion
promedio anual es de 3200 a 3800 mm, con una época lluviosa entre los

meses de octubre y abril; Es una unidad fisiografica de Montafa alta (Ma).

Se colectaron las muestras por cada unidad fisiografica, en forma
manual en las mafanas y en las tardes, cuidando que la radiacién solar no
fuera muy intensa; evitandose que las yemas recolectadas se pardeen. Las
muestras fueron colocadas en bolsas de papel y luego trasladadas al
laboratorio. Asi mismo después de su extraccidbn fueron envasados en bolsas
conteniendo 1000 ml cada bolsa sellada herméticamente hasta su posterior

analisis.
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3.3. Equipos, materiales y reactivos
3.3.1. Equipos de laboratorio
e HPLC (Shimatzu Scientific, MD, USA.), equipado con: Bomba modelo LC-
10ATVP, columna PHENOMENEX GEMINI/C-18/110A/5um/250X46,0MM,
horno de columna modelo CTO - 10 AS VP, detector UV-VIS modelo SPD-
10AVVP, controlador modelo SCL-10AVP y un Inyector de muestra de
capacidad de 20 L.
o Balanza analitica digital, sensibilidad + 0,0001g. U.S.A. marca Sartorius.
¢ Equipo digestor de proteina marca BUICHI digest automat K-438.
o Espectro termo electrdn corporation modelo genesys-6. (UV/Vis)
o Mufla con temperatura regulable de 0 a 1200°C marca linn.
e pH metro marca ATC.
¢ Refractdmetro de mano marca ATAGO HSR - 500.
e Estufa ODHG-9240A TOMOS.
¢ Vortex marca Genie 2 Scientific Idustries.
¢ Centrifuga marca Hettich — modelo MIKRO 22R y velocidad 10000 rpm.
¢ Desionizador de agua Easy Pure |l RF/UV.
¢ Baiio Maria modelo YCW-OLOE GEMMYCO.
e Rota vapor modelo R-300.
3.3.2. Materiales de laboratorio
¢ Campana de desecacion.
o Crisoles de porcelana, tubos de ensayo y espatulas.
o Buretas de 10 mL.

o Fiolas de 25, 50, 100, 500 y 1000 mL.
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Pipetas graduadas de 2, 5y 10 mL.
Espatulas.
Gradillas.
Micropipetas de 10 — 100 pul y de 100 -1000 ulL.
Probetas de 10, 100 y 500 mL.
Vasos de precipitado de 50, 100, 250, 500 y 1000 mL.
Cubetas de poliestireno (1 cm x 1 cm x 4,5 cm).
Microtubos.
Microjeringa (50 ulL).
Filtro de membrana 0,2 um marca GELMAN.
Tubos de ensayo de 1,5 x 10 cm

3.3.3. Reactivos y solventes
Acido clorhidrico (HCI) Q.P.
Hidréxido de sodio (NaOH) Q.P.
Etanol al 95%.
Acido sulfurico (H.SOq) Q.P.
Acido fosférico (Hz POy).
Fosfato de potasio monobasico (KH2PO,).
Fenolftaleina solucién alcohdlica al 1%.
Mezcla catalitica: sulfato de cobre y sulfato de potasio.
1,1 diphenyl-2-pycryl hidrazil (DPPH).
2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolino-6-acido sulfonico) (ABTS™).
2,2 — azobis(2 — amidopropano) hidrocloride (ABAP).

Carbonato de sodio (NaxCO3).
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(+)- catequin 1TmM.
Solucién de fenol de Folin- Ciocalteu.
Cloruro de sodio (NaCl) Q.P.
Fosfato de sodio hepta hidratado (Na; HPO,4 7H ,0) Q.P.
Fosfato de potasio (KH,PO,4) Q.P. |
L (+) acido ascérbico Q.P.

Metanol para HPLC.

3.4. Métodos de analisis

3.4.1. Caracterizacion fisicoquimica de la yema terminal

Se utilizaron los siguientes métodos de analisis:

Sélidos solubles, Método N°945.80: (AOAC, 1997). Tomando 10 ml de
cada extracto acuoso e hidroalcohdlico.

pH, Método N°973.193 (AOAC, 1964).

Humedad: Método N°23.003 (AOAC, 1997).

Ceniza: Método N°942.50, calcinacion directa (AOAC, 1997).

Fibra: Método N° 930.20 (AOAC, 1997).

Carbohidratos: Por diferencia de los demas componentes del analisis
quimico proximal (HART y FISHER, 1991).

Grasa: Método de 930.20 (AOAC, 1997).

Proteina: Método N° 991.29 (AOAC, 1997).

Azicares totales y reductores: Segin Método acido 3,5 — dinitro salicilico
(ASQUERI, 2008). Se prepar6é una solucién estandar disolviendo vy

diluyendo 540 mg de glucosa a un volumen exacto de 100 mL con agua
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destilada, de esta solucién se retiraron alicuotas de 0,3 -0,5-0,8 - 1,0 mL
y se transfiri6 a cada tubo de ensayo de 1,5 x 10 cm previamente
enumerados, se adicion6 2,0 mL de ADNSen 1,9-17-14-1,2mL, de
agua destilada respectivamente para que todos tengan un volumen final de
4,2 mL. Asi mismo se prepar6 el blanco con 2,2 mL de agua destiladay 2,0
ml de ADNS. Se agitdé y se llevd a ebullicion por 6 minutos, se enfrié en
agua y se leyé la absorbancia en espectrofotébmetro regulado a 540 nm.
De la misma forma se prepararon para las muestras con y sin hidrélisis: se
pesé 10 g de hoja seca y molida se transfiri6 con agua destilada a una fiola
de 100 mL y se aford, luego se calentd hasta ebullicién, se filtré con 0,1g de
acetato de plomo, luego se retird 5 mL de la solucidn filtrada a una fiola de
100 mL. De ésta solucidn se retiraron alicuotas de 0,5 mL y se transfirié a
cada tubo de ensayo previamente enumerédos, se adicion6 2,0 mL de
ADNS y 1,7 mL de agua destilada, respectivamente, para obtener un
volumen de 4,2 mL, se agitd los tubos y se llevo a ebullicién por 6 minutos,
se enfrid en agua y se leyé la absorbancia en espectrofotometro a 540 nm.
Para la preparaciéon de las muestras con hidrélisis: se pesdé 5 g de hoja
molida se transfirié6 con agua destilada a una fiola de 50 mL y se complet6
con la misma agua, se llevd a ebullicion, se filtré con 0,1 g de acetato de
plomo, luego se tomd 5 mL de la solucién filtrada transfiriéndose a un tubo
de ensayo (1,5x10 cm), se adicioné 0,3 mL de HCI, se llevé a bafio maria a
60°C/10minutos, seguidamente se neutralizé con 0,6 mL de NaOH 6N, se
enfrid en agua corriente, se transfirié a una fiola de 50 mL y se enrazé. Se

retirb una alicuota de 0,3 mL de solucion filtrada y se transfirié a cada tubo
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de ensayo previamente enumerada, se colocé 2,0 mL de ADNS y 1,9 mL
agua destilada respectivamente, para obtener un volumen de 4,2 mL, se
agitaron los tubos, se llevé a ebullicién por 6 minutos, se enfrié en agua y

leyé la absorbancia en el espectrofotémetro a 540 nm.

3.4.2. Cuantificacion de vitamina C

Se utiliz6 el método de cromatografia liquida de alta resolucion
para la determinacién de acido ascorbico y deshidroascérbico de las frutas y
hortalizas (GO"KMEN et al., 2000). Se preparé 1 litro de fosfato de potasio
monobasico a 0,2M ajustado a pH = 2,4 con acido ortofosférico y 10 mL de
solucidn estandar de acido ascérbico de concentracién 2,5 mg/mL con H>.Odd
microfiltrada. A partir de la solucién estandar se prepararon soluciones diluidas
de 1, 3, 10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL, se homogenizé, se filtré6 sobre el filtro de
membrana 0,2 ym, seguidamente se inyectd al equipo HPLC, 20 pL de cada
solucién y las lecturas se realizaron cada 15 minutos a una longitud de onda

254nm. Para el calculo de los resultados se utilizd la expresién:

Cf xF.D.
10

Ac. Ascorbico (mg /100g) =

Donde: Cg=es el valorde X de la ecuaciébn para cada repeticion.

F.D = Factor de dilucion

3.4.3. Cuantificacién de polifenoles
La cuantificacién de polifenoles totales se realizé segun el método
Folin-Ciocalteu reportade por SANDOVAL et al, (2001), Para ello se
prepararon las siguientes soluciones stocks; Na,CO; al 20% en 100 mLy 1 mM

(+) - Catequin en metanol / 10 mL. A cada tubo de ensayo se agregd 1580 ulL
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de agua destilada desionizada (ddH.O) y 20 ulL de muestra, control y
estandares. Se vorted ligeramente. Para los controles se agregé 20 ul. ddH;O;
los estandares se prepararon a partir de la solucién stock 1 mM (+) — Catequin.
Muestras, controles y estandares fueron corridos por triplicado para conseguir
precisién en los resultados.se agregdé 100 uL de la soluciéon de fenol Folin-
Ciocalteu, se mezclé e incubdé por un minuto a temperatura ambiente. Para
neutralizar la reaccién se adicioné 300 ulL de Na,CO; al 20%, se incubd por. 2
‘horas a temperatura ambiente (tiempo en el que hay una completa reaccién) y
para determinar la cantidad de compuestos fendlicos producidos durante la
reaccion, se agregé 1 mL de muestra, control 0 estandar en una cubeta de
poliestireno (1 cm x 1 cm x 4,5 cm) y luego se procedid a la lectura de la
absorbancia en el espectrofotometro a 700 nm, los resultados fueron

expresados en contenido de mg de Catequina/ mL de muestra.

3.4.4. Evaluacién de‘la actividad antioxidante
3.4.4.1. Capacidad de inhibir el radical DPPH

La capacidad de inhibicion del! radical DPPH, se realizé por el
Método de Brand Williams reportado por SANDOVAL et al, (2001), se
prepard 10 mL de solucién stdck 1mM DPPH en etanol al 96 %. Luego de
prepard la solucidon de DPPH, se agité por 3 minutos hasta una completa
solubilizaciéon del compuesto y almacend a 4°C protegiendo de la luz. A partir
de la solucién stock se preparé 20 mL de DPPH en etanol al 96% a 100 uM;
en una cubeta de poliestireno se agregd 25 yL de muestra a 975 pL de

soluciéon de 100 uM de DPPH. La inhibicién de radicales libres DPPH se
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determiné por la decoloraciéon de la solucién de violeta a amarillo, la cual es
medida espectrofotométricamente a 515 nm. Para el calculo se utilizé la

expresion:;

% Inhibicion DPPH= [(Ac — Am)/Ac] x 100
Donde:
Ac: Absorbancia de los controles.

Am: Absorbancia de la muestra en funcién del tiempo 5 minutos.

3.4.4.2. Coeficiente de inhibicién del radical peroxilo

La capacidad de inhibicion del radical peroxilo, se realizé por el
Método de SANDOVAL et al., (2001), Se prepararon las siguientes soluciones
stock en H,Odd y pH adecuado; 100 mL 2,25 mM de ABTS y 100 mL 20 mM
de ABAP y tlitro de PBS buffer pH 7,4 se prepard la siguiente solucion:
mezclando 10 mL 2,25 mM ABTS, 10 mL 20 mM ABAP y 80 mL de PBS (pH
7,4); se incubd a 70°C a bafio maria por 20 minutos, luego se dejé enfriar
sobre el hielo durante 10 minutos. Al mismo tiempo se prepararon las
soluciones de las muestras; agregando a 10 pL de cada extracto a 990 plL de
la solucién de radicales ABTS en una cubeta de poliestireno. La inhibicién de
los radicales peroxilos se determind por la decoloraciéon de la solucidon de
radicales ABTS, la cual es medida por espectrofotometria a 414 nm. La
capacidad de secuestro del radical peroxilo fue determinado por la siguiente
expresion:

% Inhibicién peroxilo= [(Ac — Am)/Ac] x 100

Donde:
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Ac: Absorbancia de los controles.

Am: Absorbancia de la muestra en funcién del tiempo 5 minutos.

3.5. Metodologia experimental
3.5.1. Preparacion de la muestra
Las operaciones llevadas a cabo para la preparacién de las

muestras se indican en la Figura 1 y se describen a continuacion:

* Recepcién
Las yemas terminales recién cosechadas fueron recepcionadas y colocadas
en bolsas gruesas de papel.

+ Seleccion:
Se realizdé con la finalidad de eliminar las yemas que no presentan las
caracteristicas de calidad (yemas maltratadas, pardeadas, rotas, etc.).

+ Blanqueado:
Esta operacién se realizd con la finalidad de inactivar la enzima polifenol
oxidasa (para evitar la oxidacion de las catequinas). Cada tratamiento fue
sometido a un blanqueado a temperatura de ebullicibn y un tiempo de 60
segundos.

¢ Oreado:
Después del blanqueado, las yemas terminales fueron tendidas sobre mallas
de plastico a temperatura ambiente por 2 horas. Esta operaciéon se realizé

para reducir el agua proveniente del blanqueado adherida a la yema.
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Las yemas procedentes del oreado ingresaron a la etapa de secado a 65°C

en estufa convencional por 14 horas.

Ebullic./45 min.

Enfriado

T° Amb. /30 min.

Rota vapor

Yema terminal

v

Recepcién

v

Seleccién

v

Blanqueado

v

Oreado

v

Secado

v

Molienda

v

Ebullicion/60seg

T° Amb. /2 horas

65°C/14 horas

Extraccioén

Acuoso

| _] 50:50viv
Hidroalcohélico Macerado
; 24horas
Filtrado Abertura 140 pm
Concentrado
Envasado Bolsa de polipropileno
Almacenado

Figura 1. Flujograma de operaciones para la preparacién de la muestra de

yema terminal de guanabana.
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¢ Molienda

Esta operacion se realizé utilizando un molino helicoidal

o Extraccion

Esta operaciéon consistio en extraer dos tipos de extracto y acuoso e

hidroalcohdlico

- Extracto acuoso
Se pesd 10 g de hoja seca y molida, se macera en 300 mL de
agua destilada por un tiempo de 10 minutos, se tapd y se sometié a ebullicién
por 45 minutos, con constante agitacién; posteriormente se enfrié a

temperatura ambiente por un periodo aproximado de 30 minutos.

- Extracto hidroalcohélico.

Se pesd 10 g de hojas de la muestra total molida, ésta se macerd
en 300 mi de mezcla etanol-agua (50:50) por un periodo de 24 horas. Las dos
primeras horas, la muestra fue agitada en forma manual cada 60 minutos,

luego se dejo en reposo hasta completar el tiempo.

o Filtrado

El filtrado se realizé mediante un tamiz de abertura de 140 ym.

e Concentrado
La concentraciéon se realizé en un rota vapor R-300 a una temperatura de

50°C/70 rpm, presion 22 libras/pul?, el volumen se redujo en un 60%.
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e Envasado
Los extractos: acuoso e hidroalcohdlico fueron envasados en

bolsas de 250 g de polipropileno de baja densidad.

¢ Almacenamiento
Las muestras preparadas fueron almacenadas en congelacion

hasta su posterior analisis.

3.5.2. Caracterizacion de fisicoquimica
Se realizd el andlisis fisicoquimico de la yema terminal de

guanabana segun los métodos descritos en métodos de analisis.

3.5.3. Cuantificacion de vitamina C
3.5.3.1. Condiciones de trabajo.
Se utilizé como fase mévil una soluciéon 0,2 M de KH,PO, ajustado
a pH de 2,4 con H3PO, vy a un flujo de 0,5 mL/min. La cuantificacién fue a una

longitud de onda de 254 nm.

3.5.3.2. Preparacion de la curva estandar
A partir de la solucidn estandar de &acido ascérbico de
concentracion 2,5 mg/mL, se preparé soluciones estandar diluidas de 1, 3,
10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL, respectivamente. Luego se inyecté 20 pyL de cada
solucidn y se realizé las lecturas durante 15 minutos a una longitud de onda de
254 nm. Se utilizé el software Class-VP del sistema del HPLC para obtener la

ecuacion generada por el estandar de AA y a la vez ésta sirvié para estimar la
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cantidad de acido ascorbico (mg/100g) presente en el extracto de la yema

terminal de guanabana.

3.5.3.3. Cuantificacion de la vitamina C

En un microtubo de 2 mL se tomé 1 mL de cada extracto y 1 mL de
agua destilada, se centrifugé a 10000 rpm / 5 min a una temperatura de 4°C.
Se separd el sobrenadante y se filtré en filtro de membrana (0,2 um) antes de
ser inyectados al HPLC. Seguidamente se inyectd 20 uL de cada extracto y la
lectura se realizé6 a 254 nm. LQs resultados fueron analizados mediante el
disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial de 3*2 en los
tratamientos donde existié diferencia estadistica se realiz6 la prueba de Tukey

P <0,05.

3.5.4. Cuantificacion de polifenoles
3.5.4.1. Preparacion de la curva estandar

| Para determinar la curva estandar de polifenoles totales se utilizé 6
tubos de ensayo por triplicado. A partir de la soluciéon stock de 0,1mM (+)-
Catequina, se prepararon soluciones diluidas de 10, 30, 100, 300, 1000 y 3000
pg/ml. En cada tubo de ensayo se adiciond 1580 uL de agua destilada, 20 L
de las soluciones estandar diluida, 100 uL de solucion de fenol filin- ciocalteu y
finalmente 300 puL Na,COj; al 20%. Se incubd 2 horas a temperatura ambiente y
luego se realizd la lectura en espectrofotometro UV/VIS, se leyd a una longitud

de onda de 700 nm.
De los resultados obtenidos se graficd6  concentracidbn Vs
absorbancia se procedi®é a determinar la ecuaciéon y el coeficiente de

correlacion.
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3.5.4.2. Cuantificaciéon de polifenoles

Para la cuantificacion de polifenoles se utilizé 100 yL de cada
extracto (acuosos e hidroalcohdlico) y 900 uL de agua desionizada. En un tubo
de ensayo se adiciond 1580 pL de agua destilada, 20 pL de extracto diluido,
100 pl de solucion de fenol filin- ciocalteu y finalmente 300 uL Na,COj; al 20%
y se incubé por 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente en el
espectrofometria UV /VIS a una longitud de onda 700 nm y se leyd la
absorbancia. En base a la curva patrén se determind la concentracién de
polifenoles expresado en mg de Catequina/mL de solucién. Los resultados
fueron analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA) con un
arreglo factorial de 3*2 en los tratamientos donde existidé diferencia estadistica

se procedi6 a determinar la prueba de Tukey P < 0,05.

3.5.5. Evaluacion de la actividad antioxidante
La evaluacién de la capacidad antioxidante se realizé6 mediante las

siguientes pruebas.

3.5.5.1. Coeficiente de inhibicién del radical DPPH.

Se siguié el método descrito en métodos de analisis. Luego se
prepard una solucién stock de yema terminal de guanabana (40 mg/mL). De
esta solucién, se prepararon soluciones de trabajo (soluciones intermedias) 30,
100, 200 y 300 uyg/mL. A la cubeta de poliestireno se adiciond 25 pL solucion
intermedia y 975 uL de la solucién de 100 uM DPPH y se realizé la lectura en

espectrofotdmetro a longitud de onda 515 nm, con un tiempo de 5 minutos e
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intervalos de tiempo de 30 segundos. Los resultados de la capacidad de inhibir
ICs0 del radical DPPH fueron analizados mediante el disefio completamente al
azar (DCA) con arreglo factorial de 3*2 y en los niveles donde existié

significacion estadistica se aplicé la prueba de Tukey P < 0,05.

3.5.5.2. Coeficiente de inhibicion del radical peroxilo

Se preparé una solucién stock de extracto de yema terminal de
guanabana (40 mg/mL). De este stock, se prepararon soluciones de trabajo
(soluciones intermedias) 1, 3, 10, 60 ug/mL. A la cubeta de poliestireno se
adiciond 10 uL solucién intermedia y 975 uL de la solucion de radicales ABTS
y la lectura se realizé en espectrofotdémetro a longitud de onda de 414 nm, con
un tiempo de 5 minutos e intervalos de tiempo de 30 segundos. Los resultados
de inhibicién del radical de peroxilo se determinaron en cada uno de los
extractos mediante el IC50. Este coeficiente indica la cantidad de extracto
vegetal (acuoso y/o hidroalcohdlico) en ug/mL, requerido para inhibir el 50 %
del radical peroxilo y fueron analizados mediante el disefio completamente al
azar (DCA) con arreglo factorial de 3*2. Para niveles donde existi6

significacion estadistica se aplicé la prueba de Tukey P < 0,05.
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Figura 2. Disefio experimental para evaluacion Vitamina C, polifenoles totales y actividad antioxidante
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EA = Extracto acuoso
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EH = Extracto Hidroalcohdlico
VIT C = Vitamina C

PFT =Polifenoles totales AA = Actividad antioxidante (Radical DPPH y peroxilo)



IV. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la yema terminal de guanabana

Los resultados de la caracterizacién de la yema terminal de
guanabana en base seca y hiimeda se presentan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Analisis fisicoquimico de la yema terminal de guanabana.

Componentes Unidad Base humeda Base seca
Humedad % 76,025+ 0,819 —meremmmeemeee
Proteina(N*6,25) % 3,985 16,623+0,003
Grasa % 1,724 7,190+0,064
Ceniza % 1,490 6,214+0,119
Fibra % 4,941 20,607+0,167
Carbohidratos % 11,835 49,336
Azucares reductores % 0 e 5,393+0,124
Azlcares totales % - | 9,081+0,253
Sélidos solubles (°Brix) Extracto @  -----—-- 1,867+0,115

Acidez idnica(pH) Extracto @ -——- 5,28310,029




4.2. Cuantificacion de vitamina C

4.2.1.
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Determinacion de curva estandar de vitamina C

En el Cuadro 5 y en la Figura 3 se presenta la absorbancia de las

diferentes concentraciones de acido ascérbico expresado en pg/mL.

Cuadro 5. Determinacion de la curva estandar de vitamina C.

Concentracién Absorbancia Area Tiempo
(pg/ml) (mUA) Retencion(minutos)
1 9,305 108003 9,950
3 20,623 252028 9,943
- 10 71,855 865849 9,942
20 136,737 1674532 9,945
30 203,041 2534599 9,952
40 280,776 3526112 9,955
50 349,747 4408542 9,958
400
350 y =6.9502x + 0.2514
~— 300 r2 = 0.9994
<
-
£ 250
S
2 200
38
5 150
a
< 100
50
0
0 10 20 30 40 50 80

Concentracion Ac. Ascoérbico (ug/mL)

Figura 3. Curva estandar de vitamina C.
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4.2.2. Contenido de vitamina C en la yema terminal de guanabana
por unidad fisiografica
El contenido de vitamina C en la yema terminal de guanabana se
presenta en el Cuadro 6 y en la Figura 4 que corresponde a cada unidad

fisiografica y tipo de extracto.

Cuadro 6. Contenido de vitamina C en la yema terminal de guanabana por
unidad fisiografica y método de extraccién.

Vitamina C(mg AA /100mL de muestra)

Niveles Método de extraccion
Unidad fisiografica mn.sm Acuoso Hidroalcohdlica
Ta 650 0,718+0,05° 0,695+0,04 °
Cb 800 0,86910,02 ® 0,890+0,03 ®
Ma 1600 0,247+0,02 ° 0,177+0,03 °

Mg AA* = mg de acido ascorbico
Los valores representan (promedio £ SEM) los datos provienen del experimento (n=3) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0.05)

1,000 1 a
I

0,800 - b : § DAcuoso
@© ' ;
g 0,600 - § R Hidroalcoholico
E W \
2 0,400 - o \
e \ c
< 0,200 | " § ) 3
) . .
E ‘ RN | ,

0,000 ‘: T & ? T —

Ta Cb Ma

Unidad fisigrafica

Figura 4. Contenido de vitamina C de la yema terminal de guanabana por
unidad fisiografica y método de extraccion.
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4.2.3. Contenido de vitamina C por tipo de extracto

Para la cuantificacion de vitamina C se plantearon 6 tratamientos

éstas incluyen la interaccién fisiografica con el método de extraccion.

Cuadro 7. Contenido de vitamina C en la yema terminal de guanabana.

Vitamina C (mg AA/100mL
Tratamiento Especificacion muestra)
- T Ta-extracto acuoso 0,718+0,05°
T2 Ta-extracto hidroalcohélico 0,695+0,04 °
T3 Cb-extracto acuoso 0,869+0,02 ?
T4 Cb-extracto hidroalcohdlico 0,890+0,03%
T5 Ma- extracto acuoso 0,247+0,02°
T6 Ma- extracto hidroalcohdlico 0,177+0,03 ©

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=3) valores de una

misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0,05).

1,000 -

0,800

A

0,600

0,400

22222

mg AA/100g muestra

777

0,200

0,000

%

<

™

T2

T3

T4

Tipos de extractos

T 1

T6

Figura 5. Contenido de vitamina C de la yema terminal de guanabana.
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4.3. Cuantificacion de polifenoles totales
4.3.1. Curva estandar de polifenoles

En el Cuadro 8 y en la Figura 6 se presenta la absorbancia de las

diferentes concentraciones de catequina expresado en M.

Cuadro 8. Determinacion de curva estandar de polifenoles totales

Catequina (pM) Absorbancia

10 0,0063

30 0,0143
100 0,0403
300 0,1583
1000 0,4427
3000 1,3547

1,40 y = 0.0004x + 0.0032

r?=(0.9996

Absorbancia

0,00 & i:.’ T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Catequina(uM)
Figura 6. Curva estandar de catequina para la cuantificacion de polifenoles

totales.
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4.3.2. Contenido de polifenoles totales por unidad fisiografica y
método de extraccion

El contenido de polifenoles totales de la yema terminal de

guanabana por unidad fisiografica y método de extraccidon se presenta en el

Cuadro 9y Figura 7.

Cuadro 9. Contenido de polifenoles totales en la yema terminai de guanabana
por unidad fisiografica y método de extraccién.

Polifenoles Totales (mg catequina/mL

Niveles muestra)
Métodp de Extraccién
Unidad fisiografica m.n.s.m. Acuoso Hidroalicohdlico
Ta 650 56,53+2,43° 67,9241,39°
Cb 800 61,66+1,49 ° 80,33+1,14 2
Ma 1600 45,35+0,59 ° 40,32+0,72

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=3) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0,05).

90 -
80 -
70 - o
60
50 1 |
a4

30 1 j i

S Acuoso
Hidroalcoholico

3
=

20 -

10 A

0 = .
Ta

mg cateq./mL de muestra

Unidad fisiografica

Figura 7. Contenido de polifenoles de la yema terminal de guanabana por
unidad fisiografica y extracto.
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4.3.3. Contenido de polifenoles totales por tratamiento
En el Cuadro 10 y en la Figura 8 se presenta los resultados de la
cuantificacion de polifenoles totales de la yema terminal de guanabana de la

interacciéon de cada unidad fisiografica y por método de extraccion.

Cuadro 10. Contenido de polifenoles totales en la yema terminal de

guanabana.
Tratamiento Especificacion Polifenoles Totales
(mg catequina /mL muestra)
T1 Ta -extracto acuoso ' - 56,563+2,43 °
T2 Ta -Extracto hidroalcohélico 67,92£1,39 °
T3 Cb-extracto acuoso 61,66+1,49 °
T4 Cb -Extracto hidroalcohdélico 80,33+1,14 °
T5 Ma -extracto acuoso 45,3510,59 °
Te Ma -Extracto hidroalcohélico 40,32+0,72 °

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0,05).

90 ~
80
70 e
60
50
40
30
20 ,
10 |ttt
0 i F N ey N T ' ,
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Extractos(ug/mL)

HHO

e

mg catequin/mL de muestra

%7774
N

Figura 8. Contenido de polifenoles de la yema terminal de guanabana.
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4.4. Actividad antioxidante de la yema terminal de guanabana
4.4.1, Coeficiente de inhibicién del radical DPPH
4411 Coeficiente de inhibicion del radical DPPH por
unidad fisiografica y método de extraccion

Los resultados se presentan en el Cuadro 11 y Figura 9.

Cuadro 11. Inhibicién de radical DPPH (ICsp) de la yema terminal de
guanabana por unidad fisiografica y métodos de extraccion.

Niveles DPPH ICso (pg/mL)

Método de Extraccion

Unidad fisiografica m.n.s.m. Acuoso Hidroalcohdlico
Ta 650 86,712+ 0,58 ° 91,394 £+ 0,56 °
Cb 800 132,874 £ 0,59 ° 84,610+ 0,64°
Ma 1600 160,146 £ 0,83 ° 164,752 + 0,93 °

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0,05)

180 - a
160 a
140 - ey
120 -
100 - c b
80 -
60 -
40 -
20 - :

0 , : S

Ta Cb Ma
Unidad fisiografica

| : @ ACuoso
A Hidroalcoholico

RSN RSORY

g I k
f

NN

IC50 (ug/mt.)

Figura 9. Capacidad antioxidante de los extractos de la yema terminal de
guanabana utilizando el test DPPH.
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4.41.2 Coeficiente de inhibicibn del radical DPPH por

tratamiento

El coeficiente de inhibicion del radical DPPH en la yema terminal

de guanabana se presenta en el Cuadro12 y en la Figura 10.

Cuadro 12. Capacidad de inhibir radicales libres de DPPH (ICso) de la yema
terminal de guanabana.

Tratamiento Especificacion DPPH I1Csp (pg/mL)
5 Ta-extracto acuoso 86,712+ 0,58 °
- Ta-extracto hidroalcohdlico 91 ,39.5 + 0,56 9
T3 Cb-extracto acuoso | 132,875+ 0,59 ¢
T4 Cb-Extracto hidroalcohdlico 84,610+ 0,64 ©
‘5 Ma-extracto acuoso 150,046 + 0,83 °
T6 Ma-Extracto hidroalcohdlico 164,752 + 0,93 @

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0,05).

180 4
160 b o
g 140
S 120 e
2 o d
8 100 € < 3
9 80 - \ :I.
w I.h
g:_ 60 - \ Q
L 40 - \
20 R \ I-l:l:l
0 I T \\ T T T
T1 T2 T3 T4 T5

Tratamientos

Figura 10. Comportamiento del ICso del radical DPPH de la yema terminal de

guanabana
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4.4.2 Coeficiente de inhibicion del radical peroxilo
44.21 Coeficiente de inhibicion del radical peroxilo por
unidad fisiografica y método de extraccion
Los resultados del coeficiente de inhibicion del radical peroxilo,
considerando las unidades fisiograficas y por cada tipo de extracto, se

presentan en el Cuadro 13 y figura 11.

Cuadro 13. Coeficiente de inhibicién del radical peroxilo en la yema terminal de
guanabana por unidad fisioldégica y método de extraccidon

Niveles Peroxilo (IC50 ug/mL)

Métodos de Extraccion

Unidad fisiografica m.n.s.m. Acuoso Hidroalcohdlico
Ta 650 12,722+ 0,18 ° 11,375+ 0,02°
Cb 800 19,658 + 0,05 ° 14,297 £ 0,14 °
Ma 1600 21,035+ 0,10 17,118+ 0,05°

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0,05).

@Acuoso
@ Hidroalcoholico

SRR TAN
SASSARANE

-
<
L L ] 1 1 ! 1 | L Lot 1

IC50 (ug/mlL)
a

Cb
Unidad fisiografica

Figura 11. Coeficiente de inhibicién del radical peroxilo de la yema terminal
de guanabana por unidad fisiografica y método de extraccién.
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4.4.2.2 Coeficiente de inhibicion del radical peroxilo por
tratamiento |
Los resultados del coeficiente de inhibicion del radical peroxilo de la
yema terminal de guanabana en los 6 tratamientos se presentan en el
Cuadro14 y en la figura12.

Cuadro 14. Coeficiente de inhibicidn del radical peroxilo de la yema terminal de

guanabana.
Tratamiento Especificacion Peroxilo (ICso pg/mL)
T1 Ta-extracto acuoso 12,722+ 0,18 ¢
T2 Ta-extracto hidroalcohélico 11,375+ 0,02
T3 Cb -extracto acuoso 19,658 + 0,53 °
T4 Cb-extracto hidroalcohdlico 14,296 + 0,14 ¢
T5 Ma-extracto acuoso 21,036 £0,10®
T6 Ma-extracto hidroalcohdlico 17,108 + 0,05 ¢

Los valores representan (promedioc + SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0,05). ‘

25
a
20 : &
g 15 —
=2 I o
S 10 o
0 T
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Tratamientos

Figura 12: Coeficiente de inhibicién del radical peroxilo de la yema terminal de
guanabana.



V. DISCUSION

5.1. Caracterizacion fisicoquimica de la yema terminal de guanabana
5.1.1. Humedad

El contenido de humedad obtenido fue de 76,025%; ORDONEZ
(1987), reporta 70,25%de humedad en hoja de yuca (Maihot esculenta),
ESPINOZA (1988), reporta 73,20% en hoja de kutzi (Pueraria phoseloides),
VEGA (2001), reporta 75,40% en hoja de eritrina (Erythrina Edullis) y
FENNEMA (1993), menciona que el agua en la cantidad, localizacion vy
orientacién, es crucial para los procesos vitales e influye profundamente en la
estructura, aspecto y sabor de los alimentos; asi mismo, permite que un

alimento sea mas susceptible a la alteracion.

5.1.2. Proteina

Con respecto al contenido de proteina en la yema terminal de
guanabana se cuantifico 3,985% en base himeda y 16,623+0,003% en base
seca, comparando este valor con la hoja de erythrina (erythrina Edullis) 6,27%
segun VEGA (2001); en la hoja de kutzu (pueraria phoseoloides) 7,23% seguln
ESPINOZA (1993). Como se puede observar, la yema terminal de guanabana
se encuentra dentro del rango, las variaciones estan sujetas a lo mencionado
por VEGA (2001), la posicion y edad de las hojas dentro de las ramas influyen

directamente en el contenido de nutrientes; la digestibilidad y el contenido de



59
proteinas disminuye cuando la hoja es madura y cuando es tierna, 1o que nos
indica que cuando la hoja es madura se produce una traslocacién del nitrégeno
a las hojas tiernas y un aumento de la lignina, y en caso de las hojas tiernas se

debe a que la hoja no completa su maximo desarrollo.

5.1.3. Grasa

El contenido de grasa en la yema terminal de guanabana fue
1,724% en base himeda y 7,190t 0,064% en base seca; comparando este
resultado con la hoja de erythrina (erythrina Edullis) 1,79% en base humeda,
segun VEGA (2001), en hoja de kutfzu 0,54% en base himeda; segin
ESPINOZA (1993), se puede ver que el valor citado esta en el rango de grasa
de otras hojas. Segin AQUINO et. al.,, (1989), el contenido de grasa bruta es
atribuido a los lipidos derivados entre ellos, esteroides y triterpenos que poseen

las plantas

5.1.4. Ceniza

En la yema terminal de guanabana se cuantifico 1,49% en base
hiumeda y 6,1244+0,119% en base seca; VEGA (2001), reporta en hoja de
erythrina 0,45% en base humeda, ESPINOZA (1993), en hoja de kutzu
(Pueraria phaseoloides) reporta 2,19% en base humeda y CHIRINO et al.
(2006), reportan en hoja guayaba (Psidium guajava L.) 6,19+0,20%. La
variacion del contenido de ceniza puede atribuirse a lo citado por FENNEMA
(1993), quien sefala que a medida que se incrementa la edad de la planta
existe una concentracion mas elevada de ceniza; asi mismo, una combustién
demasiado activa puede ocasionar pérdidas de ceniza o condicidon a que se

fundan y forman inclusiones de carbono que no se incineran. Este contenido de
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ceniza no tiene necesariamente la misma composicion que la materia organica

del alimento original, debido a que existen perdidas por volatilizacion

(REATEGUI, 2003).

5.1.5. Fibra

E! resultado del contenido de fibra en la yema terminal de
guanabana fue de 4,941% en base humeda y 20,60710,167% en base seca.
VEGA (2001), reporta en hoja de erythrina (erythrina Edullis) 9,17%;
ESPINOZA (1993), eﬁ hoja de kudzu 9,10%; se puede decir que la yema
terminal de guanabana tiene menor cantidad de fibra. Segin BADUI (1984), la
fibra esta constituida por los componentes estructurales de las paredes
celulares de los vegetales, entre los que destacan la celulosa, hemicelulosa y
pectina. Ademas, la composicion de dicha fibra varia considerablemente de
una especie vegetal a otra, dependiendo del grado de madurez en el momento

de su recoleccion.

5.1.6. Carbohidratos

El contenido carbohidratos fue de 11,835% en base humeda y
'49,366% base seca, comparado con VEGA (2001), éste cita 6,86% en hoja de
erythrina (erythrina Edullis), ESPINOZA, (1993) reporta 7,74% para hoja de
kutzu; comparando estos resultados se puede afirmar que el contenido ce
carbohidrato en la yema terminal de guanabana es mayor. Esto puede
atribuirse a lo reportado por FENNEMA (1993), quien indica que los
carbohidratos constituyen los tres partes del peso seco de todas las plantas;

asi mismo, la glucosa es el monosacarido mas abundante que se encuentra en
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las frutas y hortalizas y en concentracién depende del grado de madurez del

producto (BADUI, 1984).

e El contenido de Azucares reductores en yema terminal de guanabana fue
de 5,39310,124%; segun GIRALDO (2000), los azlcares reductores son
una reaccioén caracteristica de las aldosas y cetosas debido a la oxidacién
del grupo carbonilo.

e Los azicares totales en la yema terminal de guanabana fue de
9,0811+0,253% de azucares totales, al respecto se puede indicar que el
contenido de azicar total aumenta en forma continua cuando un fruto
madura, esto es debido a que los almidones se van hidrolizando en forma
de azlcar.

o Los sélidos solubles en el extracto de la yema terminal de guanabana fue
de 1,867+0,115%, segin PRIMO (1997), el contenido de sélidos solubles
es un indice comercial y ésta es una medida de la densidad a 20°C de una
solucién de sacarosa al 1%, a ésta concentracién corresponde también un
determinado indice de refraccién.

e Acidez iénica (pH). El pH en el extracto de yema terminal de guanabana
fue 5,280,029, en hoja de erythrina el pH fue 5,9 segun VEGA (2001), en
hoja de yuca el pH fue 6,0 segin ORDONEZ (1987). LEHNINGER (1979)
menciona que el pH es una medida para designar la concentracién real de
iones H* (y por tanto de iones OH) en cualquier disolucién acuosa, es el
intervalo de acidez entre las concentraciones de 1,0 M de H y 1,0 M de
OH. KIRK et al., (1996) indican que la medicion del pH es importante para

conocer la eficacia de las conservas y vigilar el alimento.
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5.2. Contenido de vitamina C
5.2.1. Curva estandar de vitamina C

Para la determinacion de la concentracién de vitamina C en el
extracto acuoso e hidroalcohdlico de la yema terminal de guanabana se
elaboré una curva patrén utilizando como estandar acido ascérbico de 1 a 50
pg/ml y los resultados de absorbancia fueron leidos a 254 nm; en el Cuadro 5
se presenta el area de la curva estandar para cada concentracion y el tiempo
de retencién en minutos. En la Figura 3 se presenta el diagrama de dispersion
de las absorbancia y como se puede ver esta es una linea recta matematica de
primer orden, a esta linea se llama linea de correlacién; en este caso esta
relacionado a un modelo matematico de primer orden porque sélo hay dos
variables (RITCHEY, 2002).

En la misma figura se observa que existe una correlacién positiva
ya que a un incremento en el nivel de las concentraciones(x) se relaciona con
un incremento en el nivel de absorbancia (y), asi mismo se encontré un valor
de R?= 0,9994 esto indica que existe una correlacién positiva muy fuerte o casi
perfecta (HERNANDEZ et al., 2001).

Asi mismo para la cuantificaciéon de vitamina C se utilizé6 en el
patrén al acido ascérbico CsHgOg, PM 176,13 su estructura correspondiente a

la lectura de acido L-XILO-2- cetohexdnico (BADUI, 1977).
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5.2.2. Contenido de vitamina C en la yema terminal de guanabana
por unidad fisiografica y método de extraccion.

La cuantificacion de vitamina C en las hojas terminales de
guanabana fueron analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA)
con un arreglo factorial de 3 x 2 (A-ll), se encontré diferencia altamente
significativa entre la unidad fisiografica y método de extraccion.

En el Cuadro 6 y Figura 4 se presenta los resultados del contenido
de vitamina C por unidad fisiografica y método de extraccién; con respecto al
extracto acuoso se puede apreciarse que existe diferencia estadistica
significativa (A-lla) comparando los promedios mediante la prueba de Tukey p<
0,05 se encontré que los tratamientos terraza alta (Ta) y colina baja (Cb) si
presentaron diferencias estadistica 0,718+0,05 y 0,869+0,02 mg AA/100 mL de
muestra respectivamente. Estos dos tratamientos son los mejores comparados
a montana alta (Ma) 0,247+0,02 mg AA/100 mL de muestra, esto pudo deberse
segin COSTE (1969), a factores como el clima, temperatura, insolacion,
fertilidad de suelos, etc.

Con respecto al extracto hidroalcohdlico también se encontré
diferencia estadistica (A-llb), comparando los promedios mediante la prueba de
Tukey p<0,05 se encontrdé que los tratamientos que se comportaron mejores
correspondieron a terraza alta (Ta) y colina (Cb) 0,695+0,04 y 0,89040,03
mgAA/100 mL de muestra respectivamente. La menor concentracion fue
0,177+0,03 mg AA/100mL de muestra que corresponde a montadia alta (Ma).
Comparando ambos métodos de extraccion se puede afirmar que, el medio

hidroalcohélico tiene valores mayores comparado al extracto acuoso, esto
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puede atribuirse a lo reportado por MOHD et al. (2001) quienes indican que la
cantidad de extraccion de compuestos antioxidantes varia en funcién a la

polaridad del medio (polar y no polar).

5.2.3. Contenido de vitamina C por tratamientos.

En el Cuadro 7 y en la Figura 5 se presenta los resultados del
contenido de vitamina C en la yema terminal de guanabana, en los 6
tratamientos que fueron la interacciéon de la unidad fisiografica y el método de
extraccion segun el anadlisis estadistico se encontré que existe diferencia
altamente significativa (A-lll) entre los tratamientos, comparando los promedios
utilizando la prueba de Tukey p<0,05 se encuentra que el mejor tratamiento
correspondié a la unidad fisiografica de colina baja y extracto hidroalcohdlico
0,890+0,03 mg AA/100 mL de muestra, comparando este resultado con
REATEGUI (2003), quién en agua de coco reporté 0,46+0,03 mg/ 100 mL de
muestra, esto indica que la yema terminal de guanabana tiene alto contenido
de vitamina C. Como se sabe, la vitamina C es necesario en la sintesis del
tejido conectivo colageno y para la buena formacién de huesos (BADUI, 1984);
entonces la yema terminal de guanabana se puede considerar como una fuente
importante de eésta vitamina. EI menor contenido correspondié a los
tratamientos de montafia alta (Ma) con extracto acuoso e hidroalcohdlico de
0,247+0,02 y 0,177£0,03 mg AA/100 mL de muestra respectivamente, esto
permite indicar qué el factor que mas influye es la unidad fisiografica que el tipo

de extracto.
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En conclusidon el mayor contenido de vitamina C en la yema
terminal de guanabana corresponde a la unidad fisiografica de colina baja y el

extracto hidroaicohdlico 0,890+0,03 mg AA/100 mL de muestra.

5.3. Contenido de polifenoles totales
5.3.1. Determinacion de la curva estandar de polifenoles

Para la curva estandar se utilizé la (+)-catequina, se prepard
concentraciones comprendida entre 10 a 3000 uyM de (+)-Catequina y se
adicioné solucién de fenol de Folin- Ciocalteu y carbonato de sodio al 20%
(NaxCO3; 20%), se incubd por 2 horas y se cuantifico las Absorbancia a 700nm,
los resuitados se presentan en el Cuadro 8 y en la Figura 6, en ella se indica al
valor de r? de la curva 0,9994 este valor es muy aceptable porque tiene una
buena estimaciéon de ajuste de los datos, asi mismo indica la capacidad
predictiva de los datos ajustados a la variable total explicativa del modelo; asi
mismo, valor cercano a 1 se considera ajustes casi perfectos (HERNANDEZ et
al., 2001).

El método de Folin — Ciocalteu modificado por SANDOVAL et al,,
(2001), para la curva estandar utiliza (+)-catequina porque la Catequina es un
flavonoide que parecen tener una actividad anticancirigena reconocida, aunque
sus propiedades son mucho mas amplio. Entre estas podriamos mencionar sus
propiedades antiartritis, antiinflamatorio, altiulcericas, antiagregantes,
inmunoestimulantes.

Por otro lado ANDREW, (1977) indica que este método permite

medir fenoles totales y para la cuantificacion debe crearse la curva de
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calibracién y puede realizarse con acido gélico (GAE), porque este es un

compuesto estable y se pierde sblo el 5% después de 2 semanas en

refrigeracion.

5.3.2. Contenido de polifenoles totales en la yema terminal de
guanabana por unidad fisiografica y método de extraccion

En este estudio la cuantificacion de polifenoles totales en las hojas
terminales de guanabana fueron analizados mediante el disefio completamente
al azar (DCA) con arreglo factorial de 3*2 (A-IV), donde se encontré diferencia
altamente significativa entre la unidad fisiografica y método de extraccién.

En el cuadro 9 y en la figura 7 se presentan los valores de
polifenoles totales; éstas varian de acuerdo a la ubicacién fisiografica; con
respecto la Terraza alta (Ta) y Colina baja (Cb) estos valores se incrementan y
en la ubicacion fisiografica de montafa alta (Ma) tiende a disminuir en los
métodos de extraccidon (acuoso e hidroalcohdlico).

Realizado el analisis estadistico (A-IVa), mediante la prueba de
Tukey p< 0,05 en el extracto acuoso se determind que entre Terraza alta
(56,53 mg cateqg/mL de muestra) y colina baja (61,66 mg categ/ mL de muestra)
y en ambos casos no se encontrd diferencia estadistica, pero con respecto a la
unidad fisiografica de Montafa alta (45,35 mg cateq/ mL de muestra) si se
encontrd diferencia estadistica.

Por otro lado mediante el método de extraccién de polifenoles
utiizando un extracto hidroalcohdlico se observd que existe diferencia

estadistica altamente significativa (A —IVb) entre las unidades fisiograficas, asi
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mismo se observé que Cb (80,33mg cateq/ mL de muestra) presenta el mayor
valor, seguido de Ta (67,92 mg cateq/mL de muestra) y Ma (40,32mg cateq/mL
de muestra). En general la unidad fisiogréafica de colina baja presenta la mayor
cantidad de polifenoles, esto puede a deducirse que se debe a que en esta
ubicacién geografica los suelos tienen con poca pendiente, no tiene buen
drenaje y tiene a la tendencia a formar de humus no descompuestos
(DAUBENMIRE, 1990).

Esta diferencia posiblemente se debe al factor suelo porque en la
unidad fisiografica (Ma), los suelos tienen menor cantidad de calcio, ademas
esta zona es mas lluvioso comparado a las unidades fisiogréficas de Ta y Cb;
al respecto ROJAS (1985), menciona que en climas lluviosos los suelos

necesitan ser encalados.

5.3.3. Contenido de polifenoles totales por tratamientos

En el Cuadro 10 y en la Figura 8 se muestran la cuantificacion de

polifenoles totales en la yema terminal de guanabana para los 6 tratamientos

que fueron la interaccién de unidad fisiografica y método de extraccion.

Realizado el andlisis estadistico (A-V) se determino que existe diferencia

estadistica altamente significativa, aplicado la prueba de Tukey (p< 0,05) se

encontré que existe una relacién entre la unidad fisiografica y el método de
extraccion.

El mayor contenido de poliofenoles se obtuvo en T4 (80,33mg

categ/ml de muestra) que comprende a Cb (colina baja) y extracto

hidroalcohélico, seguido de T2 (67,92mg cateq/ mL de muestra) en terraza alta
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y extracto hidroalcohdélico y finalmente T3 (61,66mg cateq/ mL de muestra) que
es colina baja y extracto acuoso; este comportamiento se explica porque a
pesar de que el agua tiene un polaridad mas alta que el etanol, la presencia de
compuestos organicos mas solubles en etanol que en agua y sensibles al
reactivo de solucién de fenol de Folin - Ciocalteu, provocaron las diferencias en
la cantidad de polifenoles extraidos ( MONROQY et al., 2004).

Por otro lado mediante la extraccién acuosa se observa menor
extraccién de polifenoles debido que el agua extrae polifenoles que se hallan
como glicidos pero no los taninos condensados, asi mismo indica que la
fraccion acuosa contiene mayor polifenoles (NUNEZ, 2002).

Como mejor método de cuantificacion de polifenoles totales en la
yema terminal de guanabana fue 80,33 mg cateq/ mL de muestra en la unidad
fisiografica de colina baja y el método de extraccion hidroalcohélico, comparado
a extraccion acuosa de hojas de pata de vaca (Bauhinia Kalbreyeri Harms) se
tiene 18,47 mg EAG/g peso seco (MURILLO, 2007), para el Matico (Piper s.p)
se cuantifico 2,44mg EAG/ g muestra) (RAMOS, 2005); en el Cedrén (Aloysia
tripilla) en extracto acuoso tiene 2,44 mg EAG/ peso seco, (ESTRELLA, 2002) y
para las hojas de Atadijo de las especies Persea caerulea, Ochroma
pyramidale. y Vismia baccifera en extractos hidroalcohdlico se determiné
117,317, 157,346 y 87,125 mg catequina/g en hoja seca respectivamente
(TELLO, 2008).

Como se puede observar en la expresion de la cantidad de
polifenoles se tiene la expresion de Acido galico (EAG) y catequina, esto se

debe a que los polifenoles se integran en dos familias principales, el acido



69
fendlico y flavonoides; asi mismo, entre los flavonoides se encuentran
combinaciones de tipo heterosido que son poco habituales, aunque se puede
encontrar esterificados como el acido galico. Dentro de los flavonoles mas
comunes en los alimentos son los de tipo flavan-3-ol, que pueden existir en
forma de estructuras monoémeros (catequinas) (SANTOS, 2001).

La mayor cantidad de polifenoles totales en el presente estudio
correspondié a la unidad fisiografica de colina baja y extracto hidroalcohélico

80,3311,14 mg de Catequina / mL de muestra.

5.4. Actividad antioxidante de la yema terminal de guanabana
5.4.1. Coeficiente de inhibicién del radical DPPH

5.4.1.1. Coeficiente de inhibicion del radicali DPPH .por

unidad fisiografica y método de extraccion
Los resultados de la capacidad antioxidante de la yema terminal de
guanabana para secuestrar los radicales libres de DPPH se expresé por el ICsg
(coeficiente de muestra que inhibe el 50% del radical DPPH). La capacidad de
inhibir DDPH medido por ICso por unidad fisiografica terraza alta (Ta), colina
baja (Cb) y montana alta (Ma), y método de extraccibn acuosa e
hidroalcohdlico fueron evaluados mediante el analisis estadistico DCA con un
aﬁeglo factorial 3x2 (A-VI) donde se pude observar que existe diferencia
altamente significativa (P<0,05) en las unidades fisiograficas, métodos de

extraccion y la interaccién unidad fisiografica y método de extraccion.
En el Cuadro 11 y en la Figura 9 se presenta los valores de la

capacidad de inhibir radicales de DPPH de la yema terminal de guanabana y
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donde se observan una diferencia entre las unidades fisiograficas y los
métodos de extraccién aplicados.

En el extracto acuoso, realizado el anélisis estadistico se determiné
que existe diferencia estadistica altamente significativa (A-Vla) y mediante la
prueba de Tukey (P<0,05) el mejor tratamiento corresponde a Ta (terraza alta),
ICs0 = 86,712 ug/mL; seguido por los tratamientos Cb (colina baja) y Ma
(montafa alta) con I1Cse = 132,874 ug/mL y 1Cs = 150,146 ug/mL
respectivamente. La unidad fisiografica Ta (Terraza alta) dioc el mejor
resultado, esto puede explicarse porque su contenido de compuestos
antioxidantes, son comunmente encontrados en hojas, frutos y otros tejidos
incluyendo las partes lefiosas de tallos y cortezas (LARSON, 1998). Asi mismo,
en suelos con pH altos aumentan ampliamente el aprovechamiento de los
nutrientes, pero en unidades fisiograficas (Ma) 1600 m.s.n.m, los suelos tienen
pH bajo comparado a la unidéd fisiografica Cb (800 m.s.n.m) y Ta (650
m.s.n.m) tal como indica BIDWELL (1979).

En relacién al extracto hidroalcohdlico, analizados los resultados
estadisticamente (A-VIb), se determiné que existe diferencia significativa, al
efectuar la comparacién de promedios mediante la prueba de Tukey (P<0,05)
se observé que la unidad fisiografica Cb (colina baja) presenté el mejor
resultado (ICso = 84,610 pg/mL) es decir, en esta concentracion la capacidad de
secuestro es mas eficiente comparado con los tratamientos en estudio de Ta
(terraza alta) y Ma (montafia alta). Segun BRAND et. al., (1995), el ICs es el
coeficiente de inhibicién para que un compuesto inhiba el 50 % de los radicales

libres DPPH en un tiempo determinado, por ello se puede decir que en la
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unidad fisiografica Cb se encuentra la yema terminal mas eficiente. Se ha
reportado que la planta obtiene un mayor porcentaje de productos catabélicos
definidos, también como productos secundarios (compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, alcaloides, etc.) e inclusive se indica que la mas alta
pureza de la hoja proviene de suelos arcillosos de colina baja (SALISBURY,
1991; MEZA 1999). Los antioxidantes se definen como aquellas sustancias
que, presentes en bajas concentraciones respecto a la de un sustrato oxidable,
retardan o previenen la oxidacién. Al interactuar con el radical libre, el
antioxidante cede un electrdn, se oxida y se transforma en un radical libre no
téxico. Segin VELASQUEZ et al. (2004) cuando se incrementa la produccién
de radicales libres, éstos mecanismos se activan para controlar y estabilizar al
ambiente redox intra 0 extracelular; esto puede deberse, segin ROJAS, (1985)
a que los suelos arcillosos abastecen a la planta mayor agua durante mas
tiempo, asi mismo la colina baja presenta un mayor porcentaje de materia
organica.

5.4.1.2. Coeficiente de inhibicion del radical DPPH por
tratamiento.

En el Cuadro 12 y en la Figura 10 se muestra los resultados del
coeficiente de inhibicién del radical DPPH en la hoja terminal de guanabana
entre la interaccién de la unidad fisiografica y método de extraccion.

Realizando el analisis de varianza se encontré diferencia
estadistica significativa ( A-VIl), al comparar los promedios del ICso mediante la
prueba de Tukey (P<0,05) se encontré que el T4 (Cb y extracto hidroalcohélico)

tuvo el mejor ICso = 84,610 ug/mL y el mas deficiente fue el T6 (Ma y extracto
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hidroalcohélico ) con un ICso = 164,752 pg/mL; sobre estos resultados se puede
indicar que la actividad antioxidante va depender en las plantas de diversos
factores, unos son inherentes al mismo vegetal (potencial genético) y otros a
factores externos (caracteristicas del suelo, condicién meteoroldgica y técnicas
agronémicas) (KEITH, 1994).

Los extractos hidroalcohélicos contienen mayor concentraciéon de
compuestos fendlicos, con porcentaje de taninos condensados de 13 a 16% lo
que indica que poseen una considerable proporcion de compuestos
flavonoides, que les dan un buen potencial para ser considerados como buenos
antioxidantes (ROSALES y GONZALEZ, 2003).

Asi mismo, la polaridad del solvente influye en la extracciéon de
compuestos porque su potencial de donacién de hidrégeno depende del
namero y la posicion de grupos hidroxilos y conjugacién, asi como de la
presencia de electrones donadores en el anillo estructural (MONROY et al.,
2004).

Con respecto al método de extraccion acuoso, éste no dio buen
resultado para inhibir el radical DPPH en la hoja terminal de guanabana, esto
se deberia a que cuando se prepara este extracto se pone la hoja seca en un
volumen determinado de agua y se somete a ebullicién por 30 minutos. Segun
GOH et al. (2003), la liberacion de antioxidantes en hojas aumenta con el
tiempo de calentamiento, requiriéndose 15 minutos para la maxima liberacién.
NAVARRO et al. (2006), reporta que durante el procesamiento industrial de los

vegetales las operaciones de escaldado, coccién, congelacién, secado y
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ebullicién disminuye el contenido de actividad y biodisponibilidad de los
antioxidantes.

La mayor inhibiciébn del radical DPPH de la yema terminal de
guanabana fue 84,610 pg/mL, comparado a Sangre de grado (Corton
draconoides Muell. Arg), en el que PIZARRO (2001) cuantifico 13,26 pg/mL.
En extracto acuoso de Orégano (Limpia graviolens), KUNTH reporta un iCso de
62,5mg/mL. RUIZ et al., (2006), en Hierba luisa (Cymbopogon citratos Staph)
reporta un ICso de 834,6 ug/mL. ESTRELLA (2002), reportar para el Cedrdn
(Aloysia Triphilla), 329,6 upg/mL; en el Mata pasto (Pseudelephantopus
spicatus) el 1ICsp de la hoja fue 214,640 ug/mL (VELA, 2008). Como se puede
observar, la yema terminal de guanabana tiene buen efecto para inhibir el
radical DPPH, esto debido a que los mecanismos de defensa en tejidos
vegetales del grupo no enzimatico que esta formado por tocoferol,
carotenoides, acido ascoérbico, glutation, polifenoles, flavonoides, sustancias
nitrogenadas y oligoelementos actian controlando las especies reactivas del
oxigeno (EROS) que son sustancias que dafan a los componentes celulares
(MAURICIO et al., 2005).

En conclusién la yema terminal de guanabana que tuvo el mayor
coeficiente de inhibicion del radical DPPH correspondié a colina baja y
extracto hidroalcohdlico, 84,610+£0,64 ug/mlL y terraza alta y extracto acuoso

86,712 £ 0,58 pg/mL.
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5.4.2. Coeficiente de inhibicion del radical peroxilo.

5.4.2.1. Coeficiente de inhibicion del radical peroxilo por

unidad fisiografica y método de extraccién.

Los resultados del coeficiente de inhibicién del radical peroxilo
expresado por el ICs (coeficiente para inhibir el 50% del radical peréxilo),
encuentra que existe diferencia estadistica altamente significativa (P<0,05)
entre las unidades fisiograficas y métodos de extraccién.

En el Cuadro 13 y en la Figura 11 se presenta los resultados del
coeficiente de inhibiciéon del radical peroxilo expresados por ICsp (ug/mL) para
la yema terminal de guanabana.

Con respecto al extracto acuoso después de realizado el analisis
estadistico (A-Villa) se encontré6 que existe diferencia estadistica altamente
significativa entre las unidades fisiograficas, aplicando la prueba de
significacién estadistica de Tuckey (P<0,05) se encontrdé que el mejor
tratamiento corresponde a Ta (terraza alta), ICso = 12,722 ug/mL, seguido por
Cb (colina baja). ICsp = 19,65 pg/mL y el tratamiento mas deficiente fue Ma
(montafia alta), ICso = 21,035 pg/mL; esto puede explicarse porque los
metabolitos secundarios son constituyentes de los organismos vegetales, la
planta los utiliza cuando hay un ataque de radicales libres como producto de
heridas, exceso de calor, metales pesados, quemaduras por frio, etc.; frente a
esta accién la planta tiene mecanismos de defensa y actian en circunstancias
que atentan contra la vitalidad de la célula, estos generan respuestas

inmediatas para contrarrestar a los agresores y evitar asi el dafio celular y
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puede ser a nivel de lipidos, acidos grasos, aminoacidos y acidos nucleicos
(LOPEZ y ECHEVARRI, 2007 ).

Los resultados del andlisis de radicales peroxilo en el extracto
hidroalcohélico fueron analizados estadisticamente (A-Villb) y se encontré
diferencia altamente significativa, al comparar las medias del IC 5 mediante la
prueba de Tukey (P<0,05) se encontré6 que Ta (terraza alta) tiene la mayor
capacidad de inhibir el radical peréxilo, 1Csp = 11,374 pg/mL, seguido por Cb
(colina baja), 1ICse = 14,292 ug/mL y el promedio inferior para inhibir el radical
peroxilo correspondié a Ma (montafa alta) cuyo ICsp = 17,118 ug/mL; esto
puede deberse a que el radical peroxilo (ROO’) es el mas abundante en los
sistemas bioldgicos. Se origina a partir de la adiciéon del oxigeno practicamente
a cualquier radical hidrocarbonato. Se forman como intermediarios durante la
ruptura de los lipidos peroxidados en las reacciones de la peroxidacién lipidica:
La formacién de ROO* es el paso mas importante de las reacciones de

propagacién en cadena durante la peroxidacién lipidica (MUNOZ, 2007).

5.4.2.2. Coeficiente de inhibicion del radical peroxilo por
tratamiento.

En el Cuadro 14 y Figura 12 se muestra los resultados de
coeficiente de inhibicién del radical peroxilo en la yema terminal de guanabana
la interaccion de la unidad fisiografica y métodos de extraccion. Realizado el
andlisis estadistico se encontré que existe diferencia altamente significativo (A-
IX) segun la comparacién de medias de los tratamientos en estudio mediante la

prueba de Tukey se encontré que el tratamiento que corresponde a la unidad
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fisiografica de Terraza alta (Ta) y método de extraccidén hidroalcohdlica fue el
que tuvo el mejor coeficiente de inhibicion del radical peroxilo 1Cso = 11,974
Mg/ml, este extracto hidroalcohélico de la yema terminal de guanabana actia
como un buen antioxidante porque es capaz de inhibir la oxidacién de
radicales libres asi como es capaz de captar radicales de las reacciones de
iniciacién y/o romper su propagacion (POKORNY et al., 2001). El mismo autor
afirma que el radical hidroxilo es capaz de atacar los enlaces glucosidicos
generando un compuesto estable y un radical alcoxi intermediario muy reactivo.
Este intermediario rapidamente sustrae un atomo de hidrogeno del medio,
incluso desde perdxido de hidrogeno, en cuyo caso se genera el radical
peroxilo. Asi, los carbohidratos pueden ser catalizadores de la oxidacién de
otras moléculas a través de su generacién de dicho radical (POKORNY et al,,
2001).

El tratamiento que tuvo la menor eficiencia correspondié a la
unidad fisiografica de Ma (montafia alta) y extracto acuoso IC 5 = 21,036
ug/mL, en todo los tratamientos, el extracto acuoso tiene menos eficiencia para
inhibir al radical peroxilo, esto se puede explicar porque la mayor parte de los
métodos de la actividad antioxidante miden solamente compuestos solubles en
agua debido a la naturaleza hidrofilica de las especies reactivas y de los
sustratos oxidables que emplean (PACHAN et al., 20086).

La actividad antioxidante que ofrece la yema terminal guanabana
depende no sblo de las caracteristicas estructurales como reactividad quimica
hacia los peréxidos y otros especies reactivas, sino también de muchos

factores tales como la concentracion, ia temperatura de la luz, el tipo de
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sustrato, el estado fisico del sistema y de la presencia de numerosos
microcomponentes que pueden actuar como prooxidantes ¢ sinergista
(POKORNY et al., 2001).

De la presente investigacion se determiné que el mejor coeficiente
de inhibicidn corresponde a Ta (terraza alta) y al extracto hidroalcohdlico
11,974 ug/mL; en la determinacién en cascara de Cama- Camu al estado
pintén VILLANUEVA (2003) encontré6 8,30 ug/mL. Evaluando la capacidad
antioxidante de seis leguminosas de la selva peruana, en el extracto acuoso
de la hoja de C. paupera (Herzog). “copaiba’, MUNOZ (2007) encontr6 18,231
pg/mL.

En resumen, el coeficiente de inhibicidon del radical peroxilo por la
yema terminal de guanabana corresponde a terraza alta y extracto acuoso e
hidroalcohdlico y fue de 12,722 ug/mL + 0,18 y 11,974+0,02 ug/mL

respectivamente.



Vi. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo de

investigacion, se llegaron a las siguientes conclusiones:

e La actividad antioxidante de la yema terminal de guanabana (Annona
muricata 1) en tres unidades fisiograficas de ,prdvincia de Leoncio Prado

(Terraza alta, Colina baja y Montaiia alta), fue variado

e La composicién fisicoquimica en promedio en la yema terminal de
guandbana expresado en porcentaje fue: humedad: 76,025+ 0,819;
proteina: 3,985; grasa: 1,724; ceniza: 1,490, fibra: 4,941; carbohidratos:
11,835, azlcares reductores en base seca: 5,393+0,124; azlcares totales:
9,081+0,253; sdlidos solubles (°Brix): 1,867+0,115 y acidez i6nica (pH):

5,28310,029.

« ElI mayor contenido de vitamina C y polifenoles correspondié a la unidad
fisiografica de colina baja y extracto hidroalcohdlico: 0,890+0,03 mg
AA/100ml de muestra y 80,33%x1,14 mg de catequina/ mL de muestra

respectivamente.

e Los mejores coeficientes de inhibicidbn (ICss) del radical DPPH
correspondié a colina baja y extracto hidroalcohdlico: 84,610+0,64 pg/mL

y terraza alta y extracto acuoso 86,712 £ 0,58 pg/mL.
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El coeficiente de inhibiciéon de radical peréxilo correspondioé a terraza alta y
extracto acuoso e hidroalcohdlico 12,722 pyg/mL = 0,18 y 11,97410,02

Ma/mL.

La yema Terminal de guanabana (Annona muricata L) presenta una buena

actividad antioxidante.



Vii. RECOMENDACIONES

1. Evaluar la estabilidad de compuestos bioactivos durante el almacenamiento
de las yemas terminales de guanabana.
2. Elaborar una bebida con la yema terminal de guanabana como bebida

nutracedtica.

3. Investigar otras yemas y hojas de plantas tropicales.

4. Estudiar los compuestos bioactivos de la raiz, hoja y corteza de la

guanabana (Annona muricata L.).
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A-. Cuadro de Absorbancia de la concentracion de glucosa para la
cuantificaciéon de azucares reductores

Concentraciéon (mg glucosa) Absorbancia

0,108 0,0635
0,270 0,4978
0,432 1,0318
0,540 1,3216

1,8000 -

16000 1 y = 3,4469x - 0,3366

1.4000 - R? = 0,9978

1,2000

1,0000 -

0,8000 -

0,6000 -

0,4000

0,2000

0,0000 : ; ; ,

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600

Curva estandar de glucosa para la cuantificacion de azucares reductores.
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A-ll: Analisis de varianza cuantificacion de vitamina C (mg. Acido ascérbico/mi
muestra) de la yema terminal de guanabana por unidad fisiografica por

extractos.
Fuente GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 5 1,44926511 0,28985302 9660 * *
Niveles 2 1,44046011 0,72023006 240,03 * *
Extracto 1 0,00259200 0,0025920 0,86 0,3710

Interaccion(A*B) 2 0,00621300 0,00310650 1,04 0,3848
Error experimental 12 0,03600667 0,00300056
Total 17  1,48527178

R?=0,975758 CV =9,143100 MSE= 0,054777 Media =0,599111

A-lla.- Analisis de varianza de vitamina C (mg. Acido ascérbico/ml muestra) de
la yema terminal de guanabana por unidad fisiografica y extracto

acuoso.
Fuente GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 2 0,63173956 0,31586978 10433 **
Error experimental 6 0,01816533 0,00302756
Total 8 0,64990489

R*=0,972049 CV =9,00380 MSE=0,055023 Media =0,611111

A- lib.- Analisis de varianza de vitamina C (mg. Acido ascorbico/mi muestra) de
la yema terminal de guanabana por unidad fisiografica y extracto
hidroalcohdlico.

Fuente GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 2 0,81493356  0,40746678 137,03 **
Error experimental 6 0,01784133 0,00297356

Total 8 0,83277489

R’=0,978576 CV=928790 MSE= 0,05453 Media= 0,5871
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A-lll.- Andlisis de varianza de vitamina C (mg. Acido ascérbico/ml muestra) de

la yema terminal de guanabana por unidad fisiografica y extracto.

Fuente GL SC ' CM FC Sig.

Tratamiento 5 1,44926511 0,28985302 96,60 *x
Error experimental 12 0,03600667 0,00300056

Total 17 1,48527178

R*=0,975758 CV =0,975758 MSE= 9,143100 Media=0,599111

A-lV.- Analisis de varianza cuantificacion polifenoles totales (mg. cateq./mi
muestra) de la yema Terminal de guanabana por unidad fisiografica

por extractos.

Fuente GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 5 9741,75892  1948,35178 106,16  **
Nivel 2 7475,097449 3737,548725 203,64 **
Extracto 1 939,818098 939,818098 51,21 **
Interacion(A*B) 2 1326,843374 663,421687 36,15 **
Error experimental 48 880,97469 18,35364

Total 53 10622,73361

R*=0,911 C Var =7,300 R MSE=4,284 Media =58,686
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A- IVa- Andlisis de varianza cuantificacion polifenoles totales (mg. cateq. /mi
muestra) de la yema terminal de guanabana por unidad fisiografica vy
extracto acuoso.

Fuente de variacion GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 2 1251,6801 625,8400 24,60 **
Error 24 610,6462 25,4436

Total 26 1862,3263

R?=0,6721 CVv =9,2520 SEM = 5,0442 Media = 54,5136

A- IVb- Andlisis de varianza cuantificacion polifenoles totales (mg. cateq. /mi
muestra) de la yema terminal de guanabana por unidad fisiografica y
extracto hidroalcohdlico.

Fuente de variacion GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 2  7550,2607 3775,1304 335,16 **
Error 24  270,3285 11,2637
Total 26 7820,5892

R?=0,9654 CV =5,3393 SEM = 3,3561 Media = 62,8573

A- V- Andlisis de varianza cuantificacion polifenoles totales (mg. cateq. /mi

muestra) de la yema terminal de guanabana por unidad fisiografica.

Fuente de variacion GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 5 9741,75892 1948,35178 106,16 **
Error 48 880,97469 18,35364

Total correcto 53 10622,73361

R*=0,9171 CV =7,3001 SEM = 4,2841 Media = 58,6855
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A- V.- Anélisis de varianza del ICsq del radical DPPH de la yema terminal
de guanabana por unidad fisiografica por extractos (factorial).

Fuente de variacion GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 5 56169,4303 11233,8861 2539,56 **
nivel 2 44668,1509 22314,0754 5044,37 *x
Extracto 1 1259,3935 1259, 3935 284,70 *
Interaccion (AB) 2 10281,1858 5140,9492 1160,11 **
Error experimental 48 212,3308 4.4435

Total 53 56381,7612

R”=0,9962 Cv=1,7761 SEM =2,1032 Media = 118,4149

A-Vla.- Analisis de varianza del ICsy del radical DPPH de la yema Terminal de
guanabana por unidad fisiogréafica y extracto acuoso.

Fuente de variacién GL SC C™M FC Sig.
Tratamiento 2 193569,733 192,329  2346,550 **
Error 24 99,003 4,125
Total 26 19458,727

R*=0,994  CV=16479 SEM = 2,031 Media = 123,240

A- VIb.- Analisis de varianza del ICso del radical DPPH de la yema terminal de

guanabana por unidad fisiografica y extracto hidroalcohélico.

Fuente de variacion GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 2 355650,3129  17775,156 3764,350 *
Error experimental 24 113,3274 4,721

Total 26 35663,640

R*=0,996 CV =1,913 SEM = 2,173 Media = 113,585
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A-VII- Andlisis de varianza del ICs¢ del radical DPPH de la yema terminal de

guanabana.

Fuente de variacién GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 5 56169,43033 11233,88607 2539,56 **
Error experimental 48 212,33089 4,42356
Total 53 56381,76122
R? = 0,9962 CV=17762 SEM=2,0103 Media= 118,4149

A-VIIl.- Andlisis de varianza del I1Csp del radical perdxilo de la hoja terminal de
guanabana por unidad fisiografica por extractos.

Fuente de variaciéon GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 5 675,1928 135,0386 260,69 **
niveles 2 468,6070 234,3035 452,33 **
Extracto 1 169,3926 169,3926 327,01 >
Interaccién (AB) 2 37,1931 19,5965 35,90 ¥
Error experimental 48 24,8638 0,5179
Total 53 700,0566

R*=0,9644 CV =4,4886 SEM =0,7197 Media = 16,0342

A-Vllla.- Analisis de varianza del ICsy del radical peréxilo de la yema terminal
de guanabana por unidad fisiografica y extracto acuoso.

Fuente de variaciéon GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 2  357,3314 178,665 184,40 **
Error 24 23,2534 0,968

Total 26  380,5848

R*=0,9389 CV =5,5282 SEM = 0,9843 Media = 17,8053

A- Vlilb.- Analisis de varianza del ICsp del radical peréxilo de la yema terminal
de guanabana por unidad fisiografica y extracto hidroalcohélico.
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Fuente de variacion GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 2  148,4687 74,2343 11,0631 **
Error experimental 24 1,6104 0,067
Total 26 150,0712

R?=0,9892 CV =1,5161 SEM = 0,9590 Media = 14,2631

A-IX- Analisis de varianza del 1Cs del radical peréxilo de la yema terminal de

guanabana por unidad fisiografica y extracto.

Fuente de variacion GL SC CM FC Sig.
Tratamiento 5 675,1928 135,0385 260,69 **
Error experimental 48 24,8638 0,5'1 79

Total 53  700,0566

R*=0,9644 CV =0,4886 SEM = 0,7197 Media = 16,034



